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POPIS KRATICA

AC
AIP
ALB
ALP
ALT
AMY
AP-1
Arg-1
ATM
BAT
BMI
BSA
BUN
CA2
CAT
CLS
CPI
CRABP
CRE
CRP
CRR
CuZn-SOD

DM II
DTNB

v

aterogeni koeficijent (engl. atherogenic coefficient)
aterogeni indeks (engl. atherogenic index)

albumini (engl. albumins)

alkalna fosfataza (engl. alkaline phosphatase)

alanin aminotranferaza (engl. alanin aminotranferase)
amilaza (engl. amylase)

protein aktivacije (engl. activator protein-1)

arginin 1 (engl. arginine 1)

makrofagi masnog tkiva (engl. adipose tissue macrophage)
smede masno tkivo (engl. brown adipose tissue)

indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

govedi serumski albumin (engl. bovine serum albumine)
dusik urea u krvi (engl. blood urea nitrogen)

kalcij (engl. calcium)

katalaza (engl. catalase)

strukture sli¢ne kruni (engl. crown like structures)
kardioprotektivni indeks (engl. cardioprotective index)
stani¢ni vezni protein (engl. retinoic acid binding protein)
kreatinin (engl. creatinine)

C reaktivni protein (engl. C reactive protein)

kardijalni rizik (engl. cardiac risk)

izoforma SOD, bakar-cink superoksid dismutaza (engl. SOD isoform
dependent on copper and zinc)

dijabetes melitus tipa II (engl. type Il diabetes mellitus)

5,5-ditiobis-2-nitrobenzoi¢na kiselina (engl. 5,5-ditiobis-2-nitobenzoic

acid)



ECM
EC-SOD
eNOS
EPC
FFA
GLOB
GSH
GSH/GSSG
GSH-Px
H

H>02
Hbg
HDL-c
HE
HFD
HMW
HSC
IFN-y
IL-10
IL-18
IL-1P
IL-6
IL-8
iNOS
K*

KOPB

izvanstani¢ni matriks (engl. extracellular matrix)

izvanstani¢na izoforma SOD (engl. SOD extracellular isoform)
endotelna dusik oksid sintaza (engl. endothelial nitric oxide synthase)
endotelne progenitorne stanice (engl. endothel progenitor cells)
slobodne masne kiseline (engl. free fatty acids)

globulini (engl. globulins)

glutation (engl. glutathione)

omjer oksidiranog i reducuranog glutationa (GSH/GSSG ratio)
glutation peroksidaza (engl. glutathione peroxidase)

hematokrit (engl. haematokrit)

hidrogen peroksid (engl. hydrogen peroxide)

hemoglobin (engl. haemoglobin)

lipoproteini visoke gustoce (engl. high density lipoproteins)
hemalaun eozin (engl. hemalaun eosin)

visokomasna hrana (engl. high fat diet)

adiponektin visoke molekularne tezine (engl. high molecular weight)
hepatalne zvjezdaste stanice (engl. hepatic stellate cells)

interferon gama (engl. interferon gamma)

interleukin 10 (engl. interleukin 10)

interleukin 18 (engl. interleukin 18)

interleukin 1 beta (engl. interleukin 15)

intekleukin 6 (engl. interleukin 6)

interleukin 8 (engl. interleukin 8)

inducibilna dusik oksid sintaza (engl. inducible nitric oxide synthase)
kalij (engl. potassium)

kroni¢no opstruktivna pluéna bolest (engl. chronic obstructive pulmonary
disease)



LDL-c
LMW
LPL
LPS
LTB4
MCH

MCHC

MCP-1
MCV
MDA
MIF
MMW
Mn-SOD

NA"
NADPH

NAFL
NAFLD
NAFLD
NASH
NF-xB

NK stanice
nNOS

NO

NOS

Oy

VI

lipoproteini niske gustoce (engl. low density lipoproteins)
adiponektin niske molekularne tezine (engl. low molecular weight)
lipoprotein lipaza (engl. lipoprotein lipase)

bakterijski lipopolisaharid (engl. bacterial lipopolysaccharides)
leukotrien B4 (engl. leukotriene B4)

prosjecna koli¢ina hemoglobina u eritrocitima (engl. mean corpuscular
hemoglobin

prosjec¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima (engl. mean
corpuscular hemoglobin concentration)

monocitni kemotaktic¢ki ¢imbenik 1 (engl. monocyte chemotactic factor-1)
prosjecni volumen eritrocita (engl. mean corpuscular volume)
malondialdehid (engl. malondialdehyde)

inhibitor migracije (engl. migration inhibitory factor)

adiponektin srednje molekularne tezine (engl. medium molecular weight)

izoforma SOD, mangan superoksid dismutaza (engl. SOD isoform
depedent on mangan)

natrij (engl. sodium)

nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (engl. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

hepatosteatoza (engl. nonalcoholic fatty liver)

nealkoholna masna bolest jetre (engl. non alcoholic fatty liver disease)
nealkoholna masna bolest jetre (engl. nonalcoholic fatty liver disease)
nealkoholni steatohepatitis (engl. nonalcoholic steatohepatitis)
nuklearni ¢imbenik kappa B (engl. nuclear factor kappa B)
prirodnoubilacke stanice (engl. NK cells)

neuronalna dusik oksid sintaza (engl. neuronal nitric oxide synthase)
dusikov oksid (engl. nitric oxide)

dusik oksid sintaza (engl. nitric oxide synthase)

superoksidni anion (engl. superoxide anion)



OGTT
OH"
ONOO
PAI-I
PDGF
PHOS
PNPLA3

PTH

RA
RalDH
RANTES

RDW
RNS
RoDH
ROS
SOCS2

SOD
STD
SVF
TBA
TBIL
TC
TG
TGF-B

oralni test tolerancije glukoze (engl. oral glucose tolerance test)
hidroksilni radikal (engl. Aydroxyl radical)

peroksinitrit (engl. peroxynitrite)

plazminogen aktivator inhibitor I (engl. plasminogen activator inhibitor-I)
trombocitni ¢imbenik rasta (engl. platelet derived growth factor)

fosfati (engl. phosphate)

patatin-sli¢na domeni fosfolipaza proteina A3 (engl. patatin-like
phospholipase domain containing 3)

paratiroidni hormon (engl. parathyroid hormone)
retinoi¢na kiselina (engl. retinoic acid)
retinal dehindrogenaza (engl. retinal dehydrogenase)

kemokin CCLS5 (engl. regulated on activation and secretion normal T cell
expressed)

retinol-vezujuci protein (engl. retinol binding protein)

raspodjela eritrocita prema velicini (engl. red blood cell distribution width)
reaktivni dusikovi radikali (engl. reactive nitrogen species)

retinol dehidrogenaza (engl. retinol dehydrogenase)

reaktivni kisikovi radikali (engl. reactive oxygen species)

supresor citokinske signalizacije-2 (engl. suppressor of cytokine signaling
2)

superoksid dismutaza (engl. superoxide dismutase)

standardna hrana (engl. standard laboratory chow diet)
stromalna vaskularna frakcija (engl. stromal vascular fraction)
tiobarbituratna kiselina (engl. thiobarbituric acid)

ukupni bilirubin (engl. total bilirubin)

ukupni kolesterol (engl. fotal cholesterol)

trigliceridi (engl. triglycerides)

transformirajuci cimbenik rasta beta (engl. transforming growth factor
beta)

VII



TLR4
TNB
TNF-a
TP
Treg
UCP-1
VEGF

VLDL-c
VPC
WAT
WHO
XO

13 cRA

VIII

receptor slican Toll receptoru 4 (engl. toll like receptors)

5 —tionitrobenzoicna kiselina (engl. tionitrobenzoic acid)
¢imbenik tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor alpha)
ukupni proteini (engl. fotal proteins)

T regulatorne stanice (engl. T regulatory cells)

termogenin (engl. uncoupling protein-1)

krvozilni endotelni ¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth
factor)

lipoproteini vrlo niske gustoce (engl. very low density lipoproteins)
vaskularne progenitorne stanice (engl. vascular progenitor cells)
bijelo masno tkivo (engl. white adipose tissue)

svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)
ksantin oksidaza (engl. xanthine oxidase)

13 cis retinoicna kiselina (/3 cis retinoic acid)
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1.1. Pretilost

Povecanje tjelesne mase uzrokovano je neuravnotezenos¢u izmedu unosa i potro$nje energije,
sve manjom fizickom aktivno$c¢u, a izrazenijim sjedilackim (sedentarnim) nacinom zivota (1).
Danas je najzastupljenija metoda klasifikacije pretilosti raCunanje indeksa tjelesne mase (engl.
body mass index, BMI) koji se dobije raCunanjem tjelesne mase u kilogramima s visinom u metrima
kvadratnim (2). BMI se, ovisno o vrijednostima tjelesne mase 1 visine jedinke, kre¢e u odredenim
razmjerima, te se prema tome provodi klasifikacija pretilosti, kako slijedi: BMI izmedu 18,5 1 24,9
kg/m? odgovara normalnoj tjelesnoj masi, vrijednosti od 25,0 do 29,9 kg/m? odgovaraju
prekomjernoj tjelesnoj masi, izmedu 30,0 i 34,9 kg/m? predstavlja prvi stupanj pretilosti, izmedu
35,0 i 39,9 kg/m? drugi stupanj pretilosti, a vrijednosti iznad 40,0 kg/m? podrazumijevaju treci

stupanj pretilosti (3).

Prema podatcima Svjetske zdravstvene organizacije (engl. World Health Organisation, WHO)
broj se pretilih od 1975. godine utrostrucio, a posebno je zabrinjavaju¢ porast pretilosti u djec¢joj
dobi. Konkretno, 2016. godine zabiljezen je 41 milijjun djece mlade od 5 godina prekomjerne
tjelesne mase ili pretilih. Smatra se da ¢e se taj trend nastaviti te ¢e do 2030. u SAD-u biti 65
milijuna vise pretilih nego 2014. godine, a u Velikoj Britaniji 11 milijuna vise (4). Osim $§to
predstavlja estetski problem sama za sebe, naruSava psihosocijalno zdravlje 1 samodozivljaj
pojedinca, pretilost se povezuje s mnogim drugim poremecajima, poput dijabetesa tipa II,
hipertenzije, ateroskleroze, povecane sklonosti za sr€ane i mozdane udare pa ¢ak i nekim oblicima
karcinoma (5). Te su bolesti izazvale snazne posljedice na zdravlje populacije i kvalitetu Zivota, ali
1 uvelike povecale troskove zdravstvenog sustava (6). Prema nekim procjenama 2030. godine u
Velikoj ¢e Britaniji i SAD-u kao posljedica porasta prevalencije pretilosti biti od 6 do 8,5 milijuna
slucajeva vise zabljezenog dijabetesa tipa II, 5,7 do 7,3 milijuna sr¢ane bolesti i infarkta (4) u iduc¢ih

40 godina, a jedan ¢e od tri Amerikanca imati dijabetes tipa II (7).
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1.2. Metabolicki sindrom

Pretilost, predominantno abdominalnog tipa, jedan je od najvaznijih predisponirajucih
¢imbenika za razvoj metabolickog sindroma (8). Metabolicki sindrom (Slika 1.1) je entitet koji
uklju¢uje poremecaj metabolizma glukoze, dislipidemiju, hipertenziju, visceralnu pretilost i
kroni¢no nisko tinjajucu upalu (9). U novije se vrijeme metaboli¢kom sindromu pridruzuju i neki
drugi poremecaji, poput porasta oksidacijskog stresa u organizmu, poremecaja imunoloSkog
odgovora, disbioze crijevog mikrobioma, te hepatosteatoze (10). Metabolic¢ki sindrom i poremecaji
vezani uz njega, predisponiraju pojedince za razvoj kardiovaskularnih bolesti 1 dijabetesa tipa 11
(11). Prevalencija metabolickog sindroma je porasla 35 % od 2012. godine i danas oko dvije trecine

Amerikanaca su nositelji nekog od gore spomenutih obiljezja tog sindroma (12).

Postoji znacajna poveznica izmedu biologije adipocita i razvoja metaboli¢kog sindroma (13).

YIS M2

( = X
makrofazi
HFD
5 >
M2 L M1
makrofazi ( .
(= makrofazi

MASNO TKIVO PRETILIH (hipertrofija i hiperplazija adipocita)

1 TNF-q, 1 TL-6, 1 TL-1 3, T TFN-y

ateroskleroza i ’J‘ J 6
+ y c
| metabolizam “ o 1 unos glukoze
kolesterola | unos glukoze inzulinska rezistencija
1 stvaranje glukoze inzulinska rezistencija
inzulinska rezistencija
KARDIOVASKULARNE BOLESTI DUABETES

Slika 1. 1. Razvoj sustavne upale u organizmu i dugoro¢nih posljedica u smislu kardiovaskularnih
bolesti 1 dijabetesa uslijed hipertrofije 1 hiperplazije masnog tkiva te posljedicnog lucenja
proupalnih citokina u sistemsku cirkulaciju.

TNF-o — ¢imbenik tumorske nekoroze a, IL-6 - interleukin 6, IL-1p — interleukin 1 beta, [FN-y — interferon gama.

Preuzeto i prilagodeno iz rada, uz dopustenje autora (11).
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1.3. Masno tkivo

Masno je tkivo organ koji sluzi za skladiStenje energije u obliku triglicerida, toplinsku izolaciju,
zaStitu 1 ucvrs¢ivanje unutarnjih organa. Uz kozu je jedan od najvecih organa u tijelu, konkretno
kod muskaraca ¢ini 15-20 % ukupne tjelesne mase, a kod Zena 20-25 %. Raspodjela masnog tkiva

ovisi o dobi, spolu, prehrambenim navikama, genetici i okoliSnim ¢imbenicima (14).

Masno tkivo pripada skupini vezivnih tkiva s posebnim svojstvima. Cine ga u najvecem
postotku masne stanice imenom adipociti ili lipociti, stanice koje u svojoj citoplazmi skladiSte
trigliceride u obliku masnih kapljica. Jezgra je potisnuta periferno i tanka, a mitohondriji su slabo
razvijeni. Tijekom pripreme histoloskih preparata kapljica masti koja ispunjava citoplazmu
adipocita otopi se uranjanjem preparat u ksilol, koji je dio standardnog histoloskog postupka te se,

zbog karakteristi¢nog izgleda, masne stanice nazivaju i stanicama izgleda prstena pecatnjaka (14).

Uz adipocite, u masnom se tkivu nalaze i druge stanice koje ukljucuju preadipocite, endotelne
stanice, razliCite stanice imunoloskog sustava poput makrofaga masnog tkiva, fibroblaste,
vaskularne progenitorne stanice (engl. vascular progenitor cells, VPC), a sve se one zajednickim
imenom nazivaju stromalnom vaskularnom frakcijom (engl. stromal vascular fraction, SVF) (15).
U masnom se tkivu fizioloski nalaze rezidentni protuupalni M2 makrofazi koji imaju ulogu u
remodeliranju masnog tkiva, odstranjivanju mrtvih ili umiruéih adipocita te novacenju i
diferencijaciji adipocitnih progenitora (16). Razvojem pretilosti dolazi do prelaska M2 fenotipa u
M1 fenotip (Slika 1.1.) i time zapoc€inje lokalna upalna kaskada (17). To se naziva makrofagnom
polarizacijom 1 upala je jedan od ¢imbenika kojom se moze provoditi njezina modulacija (18).
Promjena M2 u M1 fenotip moze se dokazati nakon samo tjedan dana prehrane bogate mastima u
animalnom modelu, a povecava se vremenom i povecanjem stupnja pretilosti (19). Uvecani upalni
makrofagi koji okruzuju adipocite morfoloski nalikuju na strukture sli¢ne kruni (engl. crown like
structures, CLS) (20). Infiltracija makrofaga u masnom tkivu i posljedicno lokalna i sustavna upala

povezane su sa smanjenom osjetljivos¢u na inzulin.

U posljednje vrijeme promijenjeno je glediSte uloge masnog tkiva od inertnog skladiSnog
organa do danas poznatog aktivnog oragana koji ima sekretornu ulogu, funkciju endokrine zlijezde.
Naime, u uvjetima pozitivne energijske ravnoteze, tj. aktivacije, dolazi do lucenja velike koliCine

proupalnih citokina, poput ¢imbenika tumorske nekroze (engl. tumor necrosis factor alpha, TNF-



1. UVOD

a), interleukina 6 (engl. interleukin 6, 1L-6), interleukina 8 (engl. interleukin 8, 1L-8), leptina,
slobodnih masnih kiselina (engl. free fatty acids, FFA), visfatina, rezistina, retinol vezuceg
proteina (engl. retinol binding protein, RBP), plazminogen aktivator inhibitora I (engl.
plasminogen activator inhibitor-1, PAI-I), monocitnog kemotaktickog ¢imbenika (engl. monocyte
chemotactic factor-1, MCP-1), koji djeluju na druge organe i organske sustave, posredujuci u
razvoju sustavne upale 1 pretilosti pridruzenih poremecaja, poput inzulinske rezistencije,
nealkoholne masne bolesti jetre (engl. non alcoholic fatty liver disease, NAFLD),

kardiovaskularnih posljedica 1 oksidacijskih poremecaja (15).

1.3.1. Plasti¢nost masnog tkiva

Masno tkivo ima svojstvo plasti¢nosti, aktivni je endokrini organ sa sposobnoSc¢u rasta
tijekom cijelog zivota (21). Visoko je karakteristicna mogucnost njegove brze prilagodbe na
prehrambene manjke ili suviske promjenom morfologije, tj. hipertrofijom i hiperplazijom adipocita

te promjenama u izvanstanicnom matriksu masnog tkiva (22).

U stanjima pozitivnog energijskog unosa, bijelo masno tkivo prolazi kroz morfoloske
promjene u smislu povecanja volumena postoje¢ih adipocita, imenom hipertrofija, te de novo
stvaranja adipocita imenom hiperplazija (23). Metabolicke su potrebe hipetroficnog i
hiperplasticnog masnog tkiva povecane, a postojece krvne Zile u masnom tkivu ne mogu podnijeti
tolike metaboli¢ke potrebe, posljediéno ¢emu dolazi do hipoksije, te infiltracije aktiviranih
makrofaga koji luce proupalne citokine (24). Kada je prinos energije ve¢i nego hipertroficni i
hiperplasti¢ni adipociti mogu podnijeti, dolazi do ektopi¢nog odlaganja lipida u druge organe,
prvenstveno u jetru, skeletni misi¢ i gusteratu, a navedeno se zove lipotoksicnost (25).

Lipotoksi¢nost dovodi do narusavanja morfologije i funkcije zahva¢enog organa.

Tijekom pretilosti dogada se i patoloSka pregradnja masnog tkiva uglavom krizno
povezanim kolagenom tipa VI, s prekomjernim nakupljanjem izvanstanicnog matriksa (engl.
extracellular matrix, ECM) (26). Nakupljanje ECM smanjuje plasticnost tkiva i rezultira
disfunkcijom adipocita, ranije spomenutim ektopicnim skladiStenjem masti i metabolickim
poremecajima te pridnosi pretilosti pridruzenoj inzulinskoj rezistenciji (27). Genetika 1 okoli$ni

¢imbenici takoder imaju vaznu ulogu u koli€ini i raspodjeli masnog tkiva u organizmu.

4
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1.3.2. Podjela masnog tkiva

Masno tkivo moze se podijeliti u tri osnovne skupine: bijelo, smede i1 ruzicasto masno tkivo.
Bijelo masno tkivo (obi¢no, zuto) (engl. white adipose tissue, WAT) sastoji se od velikih okruglih
stanica koje u svojoj citoplazmi sadrzavaju jednu veliku kapljicu masti zbog ¢ega se jo§ zove i
unilokularno. Ime je dobilo po karotenoidima, Zutom pigmentu koji se nalazi u citoplazmi masne
stanice, 1 tako ovisno o njegovoj koli¢ini, boja moze varirati od bijele do tamnozute. Stanice bijelog
masnog tkiva zbijene su jedna uz drugu i stvaraju reznjic¢e odvojene retikulinskim vlaknima pa su
na presjeku poligonalnog oblika. Bijelo masno tkivo sluzi prvenstveno kao skladiste energije koju
pohranjuje u citoplazmi u obliku triglicerida. Osjetljivo je na ziv€ane i hormonske podrazaje i
bogato je proziljeno. No ipak, simpaticki ziv€ani zavrSetci ne zavrSavaju na adipocitima nego na
krvnim Zilama uz adipocite. Adrenalin koji se otpuSta na krajevima simpatickih Zivéanih vlakana
aktivira lipazu osjetljivu na hormone koja potice lipolizu masti na periferiji. U novorodenceta je
bijelo masno tkivo jednoliko rasporedeno po tijelu. Razvojem dolazi do lu¢enja muskih/Zenskih
spolnih hormona, hormona nadbubrezne Zlijezde i §titnjace koji utjeu i1 na spolnu raspodjelu

masnog tkiva (14).

Bijelo masno tkivo dijeli se na supkutano i visceralno (28). Visceralno masno tkivo
povezano je s povecanim rizikom za razvoj inzulinske rezistencije i dislipidemije (29) te
hipertenzije (30), za razliku od supkutanog masnog tkiva koje je povezano s oCuvanjem osjetljivosti

na inzulin (31).

Smede masno tkivo (engl. brown adipose tissue, BAT) ime je dobilo po mnogobrojnim
krvnim zilama koje se nalaze poput mreze izmedu adipocita i po mnoStvu mitohondrija koji sadrze
obojene citokrome. Ono se sastoji od manjih stanica, viSekutnog oblika, s okruglom jezgrom u
sredini 1 velikom broju masnih kapljica u citoplazmi pa se zato zove i multilokularno. Takoder,
ima puno mitohondrija koji sadrzavaju karakteristi¢ni nevezani protein tip 1 (engl. uncoupling
protein 1, UCP-1) te tako proizvode toplinu i Stite organizam od hladnoce. To je osobito vazno u
novorodenackoj dobi kada smede masno tkivo ¢ini 2-5 % ukupne tjelesne mase novorodenceta
(14). Odrastanjem se koli¢ina smedeg masnog tkiva smanjuje, no ipak ostaje ofuvana u
paraspinalnoj i1 supraklavikularnoj regiji (32). U Stakora je prisutno tijekom cijelog zivota u

interskapularnoj regiji (33).
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Ruzic¢asto masno tkivo prvi je puta opisano 2014. godine u radovima grupe talijanskih
znanstvenika o miSjim supkutanim depoima tijekom skotnosti i laktacije. Masno tkivo, prema
njihovim istrazivanjima, nastaje transdiferencijacijom iz bijelih adipocita supkutanog masnog
tkiva. Ruzi€asto masno tkivo su zapravo alveolarne zlijezdane stanice ¢ija je funkcija proizvodnja
1 sekrecija mlijeka. Ono histoloski nalikuje WAT, a metabolicki BAT jer sadrzava UCP-1. Ima
sposobnost luc¢enja leptina koji je vazan u prevenciji pretilosti i metabolickih poremec¢aja u misjih

potomaka (34).

1.4. Adipokini

1.4.1. Leptin

Leptin je hormon koji se izlucuje najveéim dijelom iz masnog tkiva, a ime je dobio prema
grckoj rijeci za tanko (/eptos) (35). Sadrzava 167 aminokiselina. Otkriven je 1995. godine, kao
produkt ob gena u Jackson laboratoriju (36). Prvi je od adipokina izoliranih u masnom tkivu u
sklopu ,,kroni¢ne, nisko tinjajuce upale te predstavlja svojevrsno ,,utjelovljenje ideje o aktivnosti
masnog tkiva koje lu¢i hormone i citokine u sistemsku cirkulaciju 1 posreduje u pretilosti
pridruZzenim poremecajima. Odsutnost leptina u zivotinjskom modelu ili homozigotna mutacija
ob/ob gena uzrokuje masivnu hiperfagiju i1 pretilost u animalnom modelu te endokrine
abnormalnosti (35). Uc¢inak leptina ostvaruje se njegovim vezanjem za leptinske receptore koji se
nalaze u hipotalamusu (ObRs), ali i u nekim drugim tkivima, poput adipocita i endotelnih stanica
(37). Podlijeze dnevnim varijacijama u luc¢enju, najvise vrijednosti bivaju zabiljezene rano ujutro i

kasno navecer (38).

Fizioloske su funkcije leptina mnogobrojne: sudjeluje u regulaciji koli¢ine masnog tkiva u
organizmu, kontroli unosa hrane, povecava potro$nju energije za vrijeme rasta masnog tkiva i
odrzavanju energijske homeostaze. Vezu¢i se za ObRs receptore u hipotalamusu izaziva
anoreksigeni¢ne (apetit inhibirajuée) 1 oreksigeni¢ne (apetit stimulirajuc¢e) ucinke te njihovim
medusobnim antagonizmom sudjeluje u kontroli unosa hrane. Osim toga, leptin djeluje i na neke
druge dijelove srediSnjeg ziv€anog sustava pridonoseci osjecaju sitosti (35). Osim djelovanja na

sredi$nji zivCani sustav, leptin u animalnom modelu i na periferiji poti¢e potrosnju energije

6
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aktivacijom simpatickog ziv€anog sustava (39) i poticanjem termogeneze u smedem masnom tkivu

(40,41). Navedeno nije potvrdeno u humanim istrazivanjima (42).

No, tijekom ranog razvoja pretilosti razvija se rezistencija na leptin i fizioloska funkcija
leptina na periferiji ne biva tako uc¢inkovita (43). Danas postoji nekoliko teorija o razlozima razvoja
leptinske rezistencije, poput oStec¢enja ili smanjenja leptinskih receptora u hipotalamusu, inhibicije
leptinskog signalnog puta supresorskim molekulama, poteSko¢ama u prolasku leptina kroz krvno
mozdanu barijeru, no 1 dalje se na tom polju mnogo istrazuje. Mehanizmi koji bi rasvijetlili
patogenezu leptinske rezistencije mogli bi biti nove ciljne tocke u terapiji pretilosti i metabolickog

sindroma (35).

Zanimljiv je i vazan utjecaj leptina na endokrini sustav u humanom i animalnom modelu.
Hipoleptinemija dovodi do manjka gonadotropina na periferiji koji uvelike utjeCu na
funkcioniranje reproduktivnog sustava, dovodec¢i do anovulatornih ciklusa, izostanka mjesecnice i
nemogucénosti zaceca. Vazan je za pocetak puberteta, a njegova deficijencija u tom razdoblju
uzrokuje hipogodnadizam. Takoder, smanjuje lucenje hormona §titnjace Sto posljedi¢no usporava
metabolicke procese, povecavaju koncentraciju hormona rasta koji mobilizira energijske zalihe

glukoze i1 masti za metabolicke procese 1 potrebe organizma (35).

Uz sve navedeno, leptin ima proupalni ucinak, posreduje u imunoloSkom odgovoru
aktivacijom Thl stani¢nog puta (44). Potie proliferaciju T pomoc¢nickih stanica i povecava
proizvodnju proupalnih citokina djelovanjem na razli¢ite imunoloske stanice, predominantno
monocite 1 makrofage (45). Kemotakticki djeluje na neutrofile u patogenezi upale, aktivira B
limfocite i potice ih na lu¢enje TNF-a, IL-6 i interleukina 10 (engl. interleukin 10, 1L-10). Kod
miSeva koji imaju homozigotnu mutaciju gena za leptin (ob/0ob misevi) ili leptinskog receptora

(db/db misevi), dokazana je atrofija kore timusa (46—48).

Leptin ima vaznu ulogu u pretilosti induciranom oksidativhom stresu poti¢uci stvaranje
reaktivnih kisikovih radikala i hidroksilnih radikala. U modelu Stakora, injekcija leptina uzrokuje
porast serumskog malondialdehida (engl. malondialdehyde, MDA) koji je siguran znak
oksidacijskog stresa. Leptin potice proizvodnju proupalnih citokina i smanjuje kapacitet stani¢nih

andioksidansa (49,50).
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1.4.2. Adiponektin

Adiponektin je polipeptid kojeg kod ljudi ¢ine 244 aminokiseline, relativne molekularne
tezine 30 kDa, a sastoji se od N-terminalne, kolagenu sli¢ne domene i C-terminalne, globularne,
domene. Kodira ga AdipoQ gen koji se nalazi na 3q27 (51). Ima nekoliko izomera: trimer niske
molekularne tezine (engl. low molecular weight, LMW), heksamer srednje molekularne tezine
(engl. medium molecular weight, MMW) 1 multimer visoke molekularne tezine (engl. high
molecular weight, HMW). Ovaj posljednji, multimer visoke molekularne tezine nastaje
polimerizacijom dva manja izomera i najpotentnija je forma adiponektina koja je odgovorna za
poboljsanje osjetljivosti perifernih tkiva na inzulin i kardioprotektivne ucinke adiponektina.
Globularni adiponektin, kojeg €ini iskljufivo C-terminalna domena adiponektina, takoder je
bioloski aktivna tvar (52). Postoje dva tipa receptora za adiponektin: AdipoR1 i AdipoR2. Oba su
transmembranski receptori s N-terminalnom citoplazmatskom regijom, i C-terminalnom
izvanstani¢nom regijom koja se sastoji od 25 aminokiselina. AdipoR1 nalaze se u skeletnim
miSi¢ima, a AdipoR2 u stanicama jetre (53). Uz ova dva, u posljednje je vrijeme opisan jos jedan
receptor za adiponektin imenom T-kadherin. Na njega se isklju¢ivo mogu vezati heksameri srednje
molekularne tezine 1 multimeri visoke molekularne tezine. Takoder, ne posjeduje
transnmembransku komponentu, nego samo membranski dio koji komunicira s izvanstani¢nim

matriksom (54).

Adiponektin se izluuje najve¢im dijelom iz masnog tkiva, no danas je poznato da ga
stvaraju i stanice posteljice (55), humani i misji osteoblasti (56), stanice parenhima jetre (57),

epitelne stanice (58) i skeletno misi¢no tkivo (59).

Adiponektin djeluje na inzulinski receptor 1 pospjesuje njegova svojstva na periferiji, tako
Sto, uz PI3K/AKT signalni put, aktivira jo§ neke druge, poput IRS1/2, AMPK i p38 MAPK
signalnih puteva. Njihovom se aktivacijom pojacava osjetljivost perifernih tkiva na inzulin i
pospjeSuje ulazak glukoze u stanicu. Ima antiaterogena, protuupalna svojstva i antidijabeticka
svojstva Razvojem pretilosti i1 inzulinske rezistencije, dolazi do pada koncentracije adiponektina,

kako u ljudi, tako i u animalnom modelu (52).

Metabolicki se ucinci inzulina o€ituju u mnogim tkivima, osobito u skeletnom misicu, jetri,

masnom tkivu i endotelu krvnih Zila. Konkretno, u skeletnom misSi¢u misSa adiponektin pospjesuje
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beta oksidaciju masnih kiselina, unos 1 iskoriStavanje glukoze, te broj GLUT4 receptora na
membrani miSica (60). Njegovi se ucinci dodatno pojacavaju kod prehrane bogate mastima i

Sec¢erima (61).

Antiaterogena svojstva adiponektina ocituju se u inhibiciji stvaranja i napredovanja
aterogenog plaka u stijenci krvne Zile na nacin da se smanjuje broj adhezijskih molekula na
endotelnim stanicama i proliferacija glatkih miSi¢nih stanica tunike medije (62). Sve to smanjuje
krvozilnu reaktivnost i djeluje zaStitno u napredovanju ateroskleroze, posredno smanjujudi rizik za

razvoj koronarne bolesti, hipertenzije i kardiovaskularnih poremecaja (52).

Povecani izrazaj adiponektina u ob/ob miSeva povecao je koli¢inu supkutanih masnih depoa
u zivotinja i poboljSao njegovu proziljenost. Kako je ve¢ ranije spomenuto, povecanje koli¢ine
supkutanog masnog tkiva povezuje se s pojacanom osjetljivos¢u na inzulin, kako u ljudi, tako i
zivotinja (63). Ovime se oc€ituju protuupalna svojstva adiponektina koji zaStitno djeluje u
rasplamsavanju i tinjanju upale u visceralnom masnom tkivu koje posredno dovodi do razvoja
pretilosti pridruZzenih poremecaja. 1 u drugim je istraZzivanjima potvrden smanjeni izrazaj
adiponektina u visceralnom masnom tkivu pretilih jedinki i1 onih koji pokazuju poremecaj

metabolizma glukoze i inzulinsku rezistenciju (64).

Injekcija rekombinantnog adiponektina snizava serumske vrijednosti glukoze u modelu
miSa, bez izazivanja hipoglikemije (52). Smanjuje sve abnormalnosti vezane uz pretilost, poput
hepatomegalije, hepatosteatoze 1 poviSenih vrijednosti alanin aminotransferaze (engl. alanin
aminotranferase, ALT) (65), najvjerojatnije smanjujuci oksidativna oStecenja hepatocita koja se
smatraju inicijalnim ¢imbenikom u pretilosti prodruZzenim metabolickim komplikacijama (66).

Adiponektin inhibira upalu potaknutu TNF-a (67).
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1.5. Proupalni citokini

Proucavanjem pretilosti upala masnog tkiva zadobila je posebnu pozornost, zapocevsi
otkrivanjem infiltracije 1 aktivacije makrofaga u masnom tkivu, kako u humanom, tako i u
animalnom modelu (68). Prvi citokin koji je otkriven u upalnom masnom tkivu pretilih miseva bio
je TNF-a (69), a povecanjem njegove koncentracije zapocCinje upalna kaskada koja vodi do
pretilosti pridruzene smanjene osjetljivosti perifernih tkiva na u¢inke inzulina, imenom, inzulinska

rezistencija (70).

TNF-a je prvi otkriveni proupalni citokin koji se izlu¢uje iz masnog tkiva te je davne 1993.
godine dokazano da neutralizacija TNF-a u sistemskoj cirkulaciji dovodi do pove¢anog unosa
glukoze u stanicu i boljeg odgovora na djelovanje inzulina (71). U kasnije objavljenim radovima
potvrdena je njegova posrednicka uloga u napredovanju pretilosti i patogenezi inzulinske
rezistencije (72,73). Njegova se koncentracija u krvnoj struji povecava rastom (hipertrofijom i
hiperplazijom) masnog tkiva, ali se zapravo glavnina TNF-a izluCuje iz proupalnih M1 makrofaga
SVF-a. TNF-a poticajno djeluje na luenje proupalnih citokina IL-6 1 interleukina 1 beta (engl.
interleukin-1p, 1IL-1B) (74). TNF-a izravno djeluje na inzulinski signalni put, blokirajuci vezanje
inzulina s njegovim receptorom te posljedi¢no smanjujuc¢i unos glukoze u stanicu (68). TNF-a
potice lipolizu masnog tkiva povecavajuéi time koncentraciju slobodnih masnih kiselina u krvnoj
struji 1 ektopi¢no odlaganje lipidnih kapljica u drugim organima §to se naziva lipotoksicnost (72).
Vazan je i u stvaranju aterosklerotskog plaka, potice ekspresiju adhezijskih molekula i proliferaciju
tunike medije 1 tunike adventicije (75). Inhibitorno djeluje na lucenje i eskpresiju adiponektina

(76).

IL-6 1 IL-18 jo$ su dva vaZna citokina koji se lu€e iz masnog tkiva, a vazni su u patogenezi
pretilosti 1 inzulinske rezistencije (77). Do jedne tre¢ine cirkulirajuéeg IL-6, konkretnije 10-35 %,
luci se iz WAT, a do tri puta viSe iz visceralnog u odnosu na supkutano masno tkivo (78). Iz
hipertrofi¢nih adipocita bijelog masnog tkiva stvara se veca koli¢ina IL-6, ali jednako kao i kod
TNF-a, vec¢ina se IL-6 proizvodi iz stanica SVF-a (15). IL-6 smatra se biljegom visceralne pretilosti
jer visceralno masno tkivo luci puno vece koli¢ine IL-6 u odnosu na supkutano masno tkivo (79).
Osim u bijelom masnom tkivu, IL-6 se stvara i u skeletnom misi¢u i jetri (74,80). Izrazaj IL-6

pozitivno korelira s inzulinskom rezistencijom u in vivo i in vitro animalnim istraZivanjima (81),

10
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indeksom tjelesne mase u humanim istraZivanjima te povecava rizik za razvoj dijabetesa tipa Il
(82). Izravno dovodi do porasta C reaktivnog proteina (engl. C reative protein, CRP) i fibrinogena
te potiCe profibroti¢no stanje organizma. IL-6 i TNF-a smanjuju koncentraciju cirkuliraju¢eg

adiponektina (83).

Koncentracija interleukina 18 (engl. interleukin 18, 1L-18) povecava se u pretilih

pojedinaca (15), a smanjuje se sa smanjenjem tjelesne mase (84).

Stanje akutne upale povezuje se s izrazajem transkripcijskih ¢imbenika nuklearnog
¢imbenika kapa B (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells, NF-xB) i
proteina aktivacije (engl. activator protein-1, AP-1) koji poticu izrazaj gena koji kodiraju brojne
molekule potrebne za upalne odgovore poput upalnih citokina, TNF-a, IL-6, IL-1 1 IL-18,
endotelnih adhezijskih molekula (E selektin), kostimulacijskih molekula (CD80, CD86), a sve

navedeno pobuduje adaptivnu imunost 1 sustavni upalni odgovor organizma.

IL-1 proupalni je citokin koji postoji u dvije molekularne inacice, IL-1a 1 IL-1p, koji imaju
sli¢ne, ali ne u postpunosti iste bioloske funkcije. IL-1a kemotakticki djeluje na neutrofile
rasplamsavajuc¢i akutnu upalu, a IL-1f stimulira novac¢enje makrofaga te sudjeluje u stvaranju
inflamasoma (85). Obje se inacice, pak, vezu na receptor tipa I koji se nalaze na makrofazima,
upalnim stanicama, dendritickim stanicama 1 limfocitima, posredno rasplamsavaju¢i upalnu
kaskadu (86). Gen koji kodira stvaranje IL-1 nalazi se na kromosomu 2 i u ljudi i miSeva, a na
istom se kromosomu nalazi kodiraju¢e mjesto za IL-18 1 IL-33. Ta tri spomenuta citokina dijele
sli¢nu strukturnu C-terminalnu domenu (87). Prekomjerno stvaranje i izrazaj IL-1 potice
pretilogeni okolis$ izazivajuci povecanu potrebu za hranom u miseva. Takoder, IL-1 izravno utjece
na metabolizam lipida djelovanjem izravno na lipoprotein lipazu i potiCe stvaranje aterogenog
plaka. Takoder, smanjuje unos glukoze u masno tkivo ulaze¢i u interakciju s inzulinom te
sinergisticki sa TNF-a 1 IL-6 poti¢e proupalni okolis masnog tkiva i sistemsku lipotoksi¢nost, t;.

nakupljanje triglicerida u parenhimatoznim organima (88).

11
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1.5.1. Leptin kao proupalni citokin

Novija istrazivanja ukazuju na leptin kao hormon koji autokrinim i parakrinim djelovanjem
posreduje izmedu metabolizma i1 imunoloskog odgovora (Slika 1.2.), te kao hormon koji moze
imati ulogu proupalnog citokina izravno utje¢uc¢i na diferencijaciju stanica imunoloskog sustava i
sintezu proupalnih ¢imbenika. Leptinski receptor (LEPR) pripada klasi I proupalnih citokina i ima
signalne karakteristike sli¢ne receptoru IL-6. LEPR se nalazi na monocitima, granulocitima i NK
stanicama. Leptin djeluje na fagocitnu sposobnost monocita, tj. tkivnih makrofaga i potice
oksidacijski stres u makrofazima. Kemotakticki djeluje na bakterije poticuci aktivaciju Thl
imunoloskog odgovora te posredno stvaranje proupalnih citokina poput TNF-o, IL-8, IL-12, IL-6,
IFN-y, IL-1B, a inhibitorno djeluje na protuupalne IL-4, IL-10 te prirodnoubilacke stanice (engl.
NK cells, NK stanice) (47). Sudjeluje u upalnom procesu i na na¢in da kemotakticki djeluje na
neutrofile, eozinofile i bazofile, poti¢u¢i i njihovu infiltraciju na mjestu upale (46). Njegova
koncentracija u krvnoj struji ne ovisi samo o koli¢ini hrane koja se unosi u organizam, nego i o
razli¢im drugim ¢imbenicima kao §to su hormoni i koncentracija proupalnih citokina. S tim u vezi,
povecanje koncentracije TNF-a, IL 1-B, IL-6 dovodi do povecanja koncentracije leptina, 1 obrnuto.
Povecanje koncentracije bakterijskog lipopolisaharida (engl. bacterial lipopolysaccharide, LPS) te
stanja poput infekcije, akutne upale 1 sepse povecavaju razinu serumskog leptina. Poveznica
izmedu leptina i upale proucavana je u nekoliko upalnih, autoimunih i alergijskih bolesti, od kojih
je najpoznatija poveznica s pretiloS¢u, metabolickim sindromom i dijabetesom tipa II. Povecana
koncentracija leptina povezuje se pojacanim nakupljanjem lipidnih kapljica u jetri, pove¢anom
sintezom slobodnih masnih kiselina, nakupljanjem ROS-a, §to posljedi¢no rezultira upalom i
fibrozom jetrenog parenhima (47). U patogenezi dijabetesa tipa II, koji se smatra jednom od
najvaznijih komplikacija metabolickog sindroma, leptin se izdvaja kao posrednik koji pridonosi
razvoju inzulinske rezistencije (89). Ipak, neka druga istrazivanja upucuju na drukcije zakljucke,
izdvajajuci leptin kao inzulin osjetljiv hormon tako $to povec¢ava masu i1 odrzivost B stanica
Langerhansovih otoci¢a (90). U svakom slucaju, leptin ne utjeCe na smanjenje tjelesne tezine,
vjerojatno zbog razvoja rezistencije na leptin u pretilih bolesnika. Daljnja istrazivanja
medudjelovanja leptina i imunoloskog sustava dat ¢e jasniju sliku o njegovoj ulozi u autoimunim

bolestima, karcinomima, upalnim bolestima i pothranjenosti.

12
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Slika 1.2. Utjecaj leptina na imunoloski odgovor i polarizaciju makrofaga.

TNF-a — ¢imbenik tumorske nekoroze a, IL-6 - interleukin 6, IL-10 — interleukin 10, IL-4 — interleukin 4, IL-17 —
interleukin 17, IFNy — interferon gama, NOS2 — dusik oksid sintaza 2, Argl — arginaza 1, IL-2 — interleukin 2, IL-4 —
interleukin 4, IL-17 — interleukin 17, Treg — T regulatorne stanice. Preuzeto i prilagodeno iz rada, uz dopustenje autora
(48).

1.6. Makrofagna polarizacija i moguénost njezine modulacije

Makrofazi su rasprostranjeni po cijelom tijelu u sklopu retikuloendotelnofagocitnog
sustava, ponajvise u masnom tkivu, gdje ¢ine 10 % ukupnog volumena u mrsavih jedinki, dok se
njihov broj znacajno povecava u pretilih Stakora i doseze 40 % ukupnog volumena masnog tkiva
(74). Osim u masnom tkivu, nalaze se i u drugim ogranima koji su odgovorni za metabolizam
glukoze, poput jetre, gusterace, crijeva, mozga (91). Iz tih organa ulaze u sistemsku cirkulaciju, a
iz sistemske cirkulacije ponovno recirkuliraju u tkiva u fazi upale radi kemotaktickog utjecaja
proupalnih kemokina MCP-1 i lekotriena B4 (engl. leukotriene B4, LTB4). Vise je razli¢itih
fenotipa makrofaga koji se prvenstveno razlikuju po svojoj morfologiji, tj. izrazaju razlicitih
receptora na slobodnoj povrsini, ali i po funkciji u organizmu. M2 makrofazi (alternativno
aktivirani) odgovorni su za rezoluciju upalnih procesa i1 zacjeljivanje, rast tkiva te imaju vaznu

ulogu u odrzavanju homeostaze organizma. Nalaze se u masnom tkivu mrsavih jedinki, a IL-4, IL-

13
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13 1 TGF-B poticu njihovu ekspresiju. Na njihovoj se membrani nalazi receptor za Ym-1, IL-10 i
arginin 1 (4rg 1) na koji se veze enzim arginaza koji katalizira arginin na ornitin i ureu u ciklusu
uree te imaju protuupalnu ulogu u organizmu. Na svojoj stani¢noj povrsini eksprimiraju biljege
CD206 1 CD301 te izlucuju IL-10 u sistemsku cirkulaciju (92). M1 (klasi¢no aktivirani) makrofazi,
nazivaju se jo$ i proupalnima, odgovorni su za fagocitozu i borbu protiv stranih patogena. M1
fenotip potaknut je Thl citokinima i proupalnim interferonom gama (IFN-y), a u sistemsku
cirkulaciju izlucuju proupalne citokine, TNF-a, IL-6, IL-1, IL-12 1 IL-23. M1 makrofazi takoder
poticu Thl imunosni odgovor 1 eksprimiraju brojne MHC-II molekule, CD80, CD86 1 CD68
kostimulatorne molekule. Na svojoj povrSini M1 makrofagi imaju i supresor citokinsko signalnu
molekulu (engl. suppressor of cytokine signaling, SOCS2) koja potiCe stvaranje dusikovog oksida
(engl. nitric oxide, NO). Takoder, M1 makrofazi metaboliziraju glukozu anaerobnom glikolizom
poticuci stvaranje LDH, §to se povezuje s povecanjem koli¢ine reaktivnih kiskovih vrsta (engl.

reactive oxygen species, ROS) 1 NO (93).

Makrofagna polarizacija naziv je za mogucnost promjene fenotipa makrofaga ovisno o
egzogenom stimulusu te ukazuje na njihovu funkcionalnu plasti¢nost. Polarizacija makrofaga u
masnom tkivu povezuje se s metaboliCkim komplikacijama koje prate prate pretilost, prvenstveno
inzulinskom rezistencijom. No, i u mnogim je drugim kroni¢nim bolestima i1 stanjima njihov
raspored narusen, kao $to je starenje, kardiovaskularne bolesti te razvoj i napredovanje karcinoma
(94). Pocetak metabolickih promjena u sklopu pretilosti povezuje se s promjenom broja i fenotipa

makrofaga u perifernim organima, osobito u jetri i masnom tkivu.

Osim $to se povezuje s razvojem inzulinske rezistencije, infiltracija M1 makrofaga u tkivu
jetre upucuje i na upalu i fibrozu jetrenog parenhima, konkretno napredovanje nealkoholne masne
bolesti jetre (engl. nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD). NAFLD karakterizira povecano
nakupljanje lipidnih kapljica u hepatocitima, koje rezultira upalom, oSte¢enjem i1 nekrozom istih,
Sto potice nealkoholni steatohepatitis (engl. nonalcoholic steatohepatitis, NASH) napredovanje
fibroze i cirozu, ponekad i razvoj hepatocelularnog karcinoma (18). Upalna aktivacija jetrenih
makrofaga, imenom Kupfferove stanice, potaknuta je sadrzajem nekroti¢nih hepatocita i
bakterijskim produktima uslijed disbioze koji portalnom cirkulacijom dolaze izravno u jetru.

Potonje se naziva metabolicka endotoksemija (95).

14
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Slika 1.3. Utjecaj tkivnih makrofaga na biologiju masnog tkiva i sustavnu upalu u organizmu.
Preuzeto i prilagodeno iz rada, uz dopustenje autora (18).

1.7. Arginaza i dusik oksid

Osim citokinskog profila, klju¢na je razlika izmedu M1 i M2 makrofaga i u njihovom
metabolizmu aminokiselina $to ima vazne uloge u njihovim funkcijama. M2 makrofage
karakterizira visoki izrazaj Arg-1, citosolnog enzima koji metabolizira L-arginin do ornitina i
poliamina. Poliamini su znac¢ajni za proizvodnju kolagena, stani¢nu proliferaciju, fibrozu te ostale
procese povezane s remodeliranjem tkiva. Arginaza je kao enzim odgovoran za hidrolizu L arginina
u L ornitin 1 ureu u ciklusu uree te je vazan u metabolizmu sinteze NO. Prvo je otkriven u jetri
sisavaca, a potom i u drugim tkivima i organima (96). Postoje dvije izoforme tog enzima, arginaza
I 1 arginaza II, koji dijele 60 % strukturne slicnosti. Arginaza I iskljucivo je citoplazmatski enzim
1 nalazi se predominantno u jetri, a najvaznija joj je funkcija eliminacija dusika u ciklusu uree.
Arginaza II, pak, mitohondrijski je enzim ¢ija uloga nije do kraja razjasnjena, a nalazi se u prostati,

bubregu, probavnom sustavu i krvnim zilama (97).

Dusik oksid sintaza (engl. nitric oxide synthase, NOS) enzim je koji se u metaboli¢kim

procesima takoder natjeCe za vezno mjesto na L argininu i djeluje kao antagonist arginaze. M1
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makrofage karakterizira povecani izrazaj inducibilne duSik oksid sintaze (engl. inducible nitric
oxide synthase, INOS) te proizvodnja NO koji je bitan efektor njihove mikrobiocidne aktivnosti.
Inducibilna iNOS sintetizira NO koji se zadrzava danima u mikromolarnoj koncentraciji (98).
iINOS katalizira pretvorbu L-arginina u NO i citrulin. Sinteza NO odvija se u dva koraka; u prvom
djelovanjem NOS dolazi do hidroksilacije L-arginina u N-hidroksi-L-arginin (NOHA) koji se
potom u drugom koraku oksidira u L-citrulin i NO. Takoder, postoje tri izoforme tog enzima,
ovisno o tome gdje se nalazi u organizmu: endotelna NOS (engl. endothelial nitric oxide synthase,
eNOS), neuronalna (engl. neuronal nitric oxide synthase, nNOS) 1 inducibilna NOS (engl.
inducible nitric oxide synthase, iINOS). nNOS 1 eNOS koje su konstitutivno eksprimirane u
neuronima i endotelnim stanicama te iNOS koja se pojacano eksprimira u upalnim procesima.
Djelovanje eNOS antagonisticki djeluje na arginazu u endotelnim stanicama krvnih zila i potice
njihovu vazodilataciju, stoga porast kocentracije arginaze smanjuje raspolozivost L arginina za
eNOS, posljedi¢no smanjuje stvaranje vazodilatatora NO 1 djeluje vazokonstriktorno, proupalno i
aterogeno (99). S druge strane, iNOS nalazi se u makrofazima i svojom aktivnos$cu potice stvaranje
peroksinitrita 1 prooksidativnog NO te porast koncentracije arginaze I u makrofazima ima
protuuplanu i antiaterogenu funkciju, smanjujuéi raspolozivost L arginina za iNOS (100). Arginaza
I smanjuje upalnu aktivnost ulazeéi u interakciju s iNOS. Antiupalni citokini, IL-4, IL-10 i IL-13
poticu aktivnost arginaze [ u makrofazima pojacavajuci antiupalni u¢inak (101). Stoga, to¢na uloga
arginaze ne ovisi samo o kojoj se izoformi radi (I ili II), nego i o tkivno-organskoj ekspresiji

antagnistickog enzima, eNOS ili iNOS.

Porast arginaze I 1 posljedi¢no smanjenje NO u endotelnim stanicama povezuje se s brojim
kroni¢nim patoloskim stanjima, poput ateroskleroze, hipertenzije, mikro i mako vaskularnih
komplikacija u sklopu DM II, miokardijalnog infarkta, mozdanog udara i starenja (99,102).
Sukladno tomu, blokada arginaze poboljSava funkciju endotela u pacijenata s razvijenim dijabetes
melitusom tipa Il (engl. type Il diabetes mellitus, DM 1I) te se i u humanim istrazivanjima blokatori

arginaze koriste kao terapijsko sredstvo protiv pretilosti i njoj pridruzenih poremecaja (103).

1.8. Nealkoholna masna bolest jetre

Nealkoholna masna bolest jetre smatra se hepatalnom pojavnoséu metabolickog sindroma

i najéesca je kroni¢na bolest jetre u Sjedinjenim Ameri¢kim drzavama (6). Cine ju: hepatosteatoza
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(engl. nonalcoholic fatty liver, NAFL), NASH 1 ciroza jetre; entiteti medu kojima postoji jasna
morfoloska razlika, a ipak, pokazuju sklonost prelasku jednog oblika u drugi. Patogeneza i
etiologija hepatostetatoze slozene su (104), ali se najces¢e povezuje s pretilos¢u, inzulinskom

rezistencijom 1 hiperlipidemijom (105).

NAFL se ceS¢e pojavljuje u pretilih pojedinaca (13), potvrdena je u >20 % americke
populacije, u nekih etnickih skupina cak doseze 45 % (106). Karakterizira ju 5 ili vise %
steatoti¢nih hepatocita, uz odsutnost druge patologije jetre, poput autoimunih bolesti, virusnih
hepatitisa, hemokromatoze i sl. (107). Nekoliko je mehanizama koji, sinergisticki ili pojedinacno,
dovode do hepatosteatoze, poput: povecane lipolize triglicerida iz supkutanih ili visceralnih depoa,
smanjene oksidacije masnih kiselina uz poveéanu de novo lipogenezu, te smanjenu sintezu
lipoproteina vrlo niske gustoce (engl. very low density lipoproteins, VLDL-c) koji sluze kao nosaci

za trigliceride u sistemskoj cirkulaciji (108).

Neka istrazivanja govore o teoriji dva hitca (engl. two - hit hypothesis) kao o onoj koja
objasnjava pocetak i napredovanje jetrene bolesti (109). Prvi korak predstavlja, ve¢ spomenuto,
nakupljanje triglicerida u hepatocitima koje se morfoloski o€ituje kao mikro ili makro vezikularna
steatoza. U makrovezikularnoj steatozi lipidna kapljica u potpunosti ispunjava citoplazmu
hepatocita, potiskujuci jezgru prema periferiji. Takvi hepatociti morfoloski mogu nalikovati
adipocitima (110). Sekundarno dolazi do izrazenijih oSte¢enja hepatocita, u vidu baloniranja,
stvaranja apoptotickih tjeleSaca, lobularnih upalnih promjena, uz i dalje prisutnu steatozu te ove
promjene predstavljaju drugi stadij jetrene bolesti imenom NASH (107). Posljednji je stadij bolesti
jetre u sklopu metabolickog sindroma ciroza koja nastaje aktivacijom hepatalnih zvjezdastih
stanica (engl. hepatic stellate cells, HSC). Porast koncentracije MDA u hepatocitima kao produkta
oksidacijskog stresa poticajno djeluje na aktivaciju HSC (109). One su inace normalno smjestene
u perisinusoidalnim prostorima jetrenog parenhima i sluZze kao skladiste vitamina A. Razvojem
pretilosti dolazi do njihove aktivacije koja podrazumijeva promjenu njihove morfologije, uz
povecanu proizvodnju vezivnog tkiva koje sudjeluje u pregradnji jetrenog parenhima i

napredovanju prema cirozi.

Kasnije je dokazano da jako puno ¢imbenika poti¢e napredovanje jetrene bolesti prema
NASH 1 cirozi jetre. Osobito je vazna poveznica upale u masnom tkivu i1 disbioze crijevnog

mikrobioma s napredovanjem bolesti jetre. Naime, iz ,,aktiviranog* se masnog tkiva lu¢i mnostvo
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ve¢ spomenutih proupalnih citokina i adipokina, a razvojem pretilosti dolazi i do povecanog
stvaranja LPS-a. Oni ulaze u sistemsku cirkulaciju i posreduju u napredovanju bolesti jetre.
Sistemska koncentracija TNF-a i IL-6 u izravnoj su vezi s napredovanjem prema steatohepatitisu
(111). Lipidna peroksidacija uzrokuje izraZzenija mitohondrijska oStecenja hepatocita i oksidacijski
stres. Uz sve to, steatotiCna je jetra radi svog oStecenja dodatno sklona utjecaju svih navedenih
¢imbenika u napredovanju jetrene bolesti prema NASH i cirozi. Shvaceno je da se bolest jetre u
sklopu metabolickog sindroma ne moze svesti na tzv. dva hitca, te je nazvana teorijom mnogo

hitaca (engl. multi-hit hypothesis) (111).

Uz okolisne ¢imbenike, vazno je spomenuti 1 naslijede koje takoder ima vaznu ulogu u
razvoju hepatosteatoze. Polimorfizam u patatin-slicnoj domeni fosfolipaze proteina A3 (engl.
patatin like phospholipase domain containing 3, PNPLA3) povezuje se s povecanjem stupnja
steatoze u patogenezi NAFLD. PNPLA3 gen kodira protein nepoznate funkcije (111), a izoliran je

u jetri 1 masnom tkivu u istrazivanju o povezanosti genoma (112).

Dokazana je poveznica izmedu razvoja inzulinske rezistencije i hepatoseatoze: u miseva
kod kojih je bila razvijena inzulinska rezistencija, dokazana je i veca sklonost za razvoj

hepatosteatoze (13).

1.9. Oksidacijski stres

Povecano nakupljanje slobodnih radikala u stanici, uz smanjenu aktivnost i u€inkovitost
antioksidansa, naziva se oksidacijskim stresom. Oksidacijski stres posreduje u brojnim patoloSkim
stanjima 1 bolestima, poput neuroloSkih poremecaja, ateroskleroze, hipertenzije, dijabetesa,
karcinoma, kronic¢no opstruktivne plu¢ne bolesti (engl. chronic obstructive pulmonary disease,

KOPB), idiopatske plu¢ne fibroze (113).

1.9.1. Slobodni radikali

Slobodni radikali su atomi ili molekule koje u svojoj strukturi sadrZzavaju nesparene

elektrone S$to ih ¢ini vrlo reaktivnima. Uslijed te reaktivnosti, ulaze u kemijske reakcije s drugim
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atomima ili molekulama stvaraju¢i manje reaktivne ili nereaktivne vrste. Nereaktivne se vrste
nazivaju neradikalima. Dvije su najpoznatije skupine slobodnih radikala: reaktivni kisikovi radikali
(engl. reactive oxygen species, ROS) i reaktivni dusikovi radikali (engl. reactive nitrogen species,
RNS). Oni imaju brojne fizioloske funkcije u stanici i1 kao takvi nisu Stetni. Njihovo negativno
djelovanje zapocinje kada njihova koncentracija u stanici ili tkivu premasi normalne vrijednosti

(113,114).

1.9.2. Reaktivne Kkisikove vrste — ROS

ROS se stvaraju u zivim organizmima kao proizvod stani¢nog metabolizma. ROS su visoko
reaktivne molekule koje mogu ostetiti stani¢ne strukture, poput ugljikohidrata, nukleinskih kislina,

lipida te narusiti stanicnu homeostazu (115).

ROS se mogu podijeliti u dvije skupine: slobodne radikale i neradikale. Najvazniji ROS su
superoksidni anion (engl. superoxide anion, O2"), hidroksilni radikal (engl. hydroxyl radical, OH")
1 hidrogen peroksid (engl. hydrogen peroxide, H2O2). OH" je najpotentniji od svih radikala i
uzrokuje brza i jaka oSteCenja stani¢nih struktura. Nastaje razgradnjom HOz ili reakcijom Oz 1
H>0,. Moze zapoceti lipidnu peroskidaciju preuzimanjem elektrona (e-) iz nezasi¢enih masnih
kislina (113). Superoksidni anion nastaje dodavanjem elektrona na elementarni kisik. Vecéina
superoksidnih aniona nastaje u mitohondrijima na unutra$njoj mitohondrijskoj membrani u sustavu
prijenosa elektrona. Mogu se neutralizirati djelovanjem antioksidansa superoksid dismutaze (engl.
superoxide dismutase, SOD) koji provodi dismutaciju superoksidnog aniona u vodikov peroksid.
Vodikov peroksid pak, osim dismutacijom superoksidnog aniona, moze nastati i djelovanjem
enzima ksantin oksidaze (engl. xanthine oxidase, XO) i nikotinamid adenin dinukleotid fosfat

(engl. nicotinamid adenine dinucleotid phosphate, NADPH) te u peroksisomima iz kisika (113).

U istrazivanjima se, kao biljeg oksidacijskog stresa stanice, najée$¢e prate vrijednosti
MDA. On je stabilan produkt koji nastaje djelovanjem ROS na polinezasi¢ene masne kiseline u
sastavu stani¢ne membrane. U nekim se radovima opisuju i izoprostani (F-2 isoprostan) kao biljezi
stani¢nih oStec¢enja (116). Oni nastaju lipidnom peroskidacijom arahidonske kiseline. Lipidna

peroksidacije dovodi do promjena u membrani te remeti njezinu cjelovitost (113,114).
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1.9.3. Reaktivne dusikove vrste — RNS

Predstavnik RNS-a je dusik oksid (NO). On ima brojne fizioloske funkcije u organizmu:
sudjeluje u vazodilataciji krvnih zila, stani¢ni je 1 medustani¢ni glasnik, ima protuupalno djelovanje
(117). No, u prisutnosti superoksidnog radikala stvara vrlo reaktivnu i potentnu dusikovu vrstu,
imenom peroksinitrit (engl. peroxynitrite, ONOOQO-). ONOO- izazivaju oStec¢enje proteina procesom
nitriranja ili nitrozacije, a mogu dovesti i do oksidacije DNA, lipidne peroksidacije i sulfoksidacije

metionina (114).

1.9.4. Egzogeni izvori slobodnih radikala

Pusenje se smatra vaznim egzogenim izvorom slobodnih radikala. Cigaretni dim sadrzava
mnos$tvo oksidansa i slobodnih radikala, a djeluje 1 kemotakticki na stanice imunosnog sustava koje
pojacano stvaraju slobodne radikale. ZraCenje, izlozenost teSkim metalima, poput kadmija, olova i

selena, hipoksija i izloZenost ozonu jo§ su neke od egzogenih izvora slobodnih radikala (113).

1.9.5. Utjecaj oksidacijskog stresa na stani¢cne komponente i signalne puteve

U stanjima oksidacijskog stresa stanice se pokusSavaju oduprijeti oksidacijskim u¢incima
aktivacijom obrambenih enzima, transkripcijskih ¢imbenika i strukturnih proteina. Povecanje
omjera oksidiranog i reducuranog glutationa (engl. GSH/GSSG ratio, GSH/GSSG) u korist
oksidirane forme jedna je od vaznih sastavnica koja pridonosi oksidacijskom stresu. Veca
proizvodnja ROS-a dovodi do oSte¢enja DNA, proteina i lipida, aktivacije nekoliko

prooksidativnih transkripcijskih ¢imbenika i stvaranja proupalnih citokina (113).

Oste¢enja DNA ukljucuju dvostruka ili jednostruka kidanja DNA uzvojnice, delecije,
translokacije ili stvaranja ukrizenih veza s proteinima. Vecina se tih promjena ocituje u
karcinogenezi, starenju, neurodegenerativnim, kardiovaskularnim i autoimunim bolestima. Neki
egzogeni Cimbenici, poput cigaretnog dima, arsena, Zeljeza, kadmija, kroma takoder mogu

potaknuti proces karcinogeneze stvaranjem ROS-a (113).
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Takoder, ROS mogu direktno utjecati na morfologiju stanicne membrane poticanjem
lipidne peroksidacije, narusavajuci lipidni dvosloj 1 povecavajuci stani¢nu propusnost (118). Time
se uvelike utjece na cjelovitost i funkciju stanica. U ljudi se indirektni proizvodi oksidacijskog
stresa, poput tiobarbituratne kiseline 1 isoprostana koriste u procjeni kroni¢ne obstruktivne plué¢ne
bolesti (engl. chronic obstructive pulmonary disease, KOPB), DM II, tumora, upalnih i drugih
kroni¢nih bolesti (119,120).

ROS wuzrokuju ostecenje polipeptidnih lanaca, odvijanje ili njihovo krivo zavijanje,
povecanu aktivnost kaspaza, oksidaciju specificnih aminokiselina te time povecavaju sklonost

proteolizi (121). Oksidativna oSte¢enja enzima uzrokuju smanjenje ili gubitak njihove funkcije.

Uz sve navedeno, ROS oStecuju prijenos signala u stanici te aktiviraju proupalnu kaskadu
stvaraju¢i nuklearni ¢imbenik kappa B (engl. nuclear factor kappa B, NF-xB). NF-xB dodatno
potice stvaranje proupalnih citokina IL-1p, IL-6, TNF-a, IL-8 (122).

1.10. Antioksidansi

Zivi organizmi imaju ugradene antioksidativne sustave koji uglavnom ucinkovito

sprjecavaju aktivnost reaktivnih kisikovih radikala. Mogu biti enzimski i neenzimski (113).

1.10.1. Enzimski antioksidansi

Glavni enzimski antioksidansi su SOD, katalaza (engl. catalase, CAT) i glutation
peroksidaza (engl. glutathione peroxidase, GSH-Px), a osim njih u tkivima i stanicama nalaze se
jo§ hem oksidaza-1, te redoks proteini poput tioredoksina, peroksiredoksina, glutaredoksini te

brojni drugi (113).

SOD je enzim odgovoran za dismutaciju superoksidnih aniona te u toj reakciji stvara
vodikov peroksid. Nalazi se u svim stanicama, a posebno u metabolicki aktivnima. U najvecoj se
koncentraciji nalazi u plué¢ima i prisutna je u 3 izoforme: izoforma ovisna o bakru i cinku (engl.

isoform dependent on copper and zinc, CuZn-SOD), izoforma ovisna o manganu (engl.
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manganese-dependent isoform, Mn-SOD) 1 izvanstani¢na izoforma (engl. extracellular isoform,

EC-SOD). CuZn-SOD i Mn-SOD su smjestene u stanici (113).

CAT je tetramerni enzim odgovoran za zatitu stanica od Stetnog djelovanja vodikova
peroksida reduciraju¢i ga do vode. Nalazi se najve¢im djelom u peroksisomima. Tu sposobnost
ima 1 GSH-Px, ali u uvjetima nizih koncentracija H>O2. Kako koncentracija H2O> u stanici raste,
povecava se i aktivnost CAT (113). Aktivnost CAT raste u jetri i bubrezima Stakora oboljelih od
DM II (115).

Osim $to su odgovorni za eliminaciju H»O; iz stanica, glutation peroksidaza i reduktaza
uklanjaju Stetne proizvode lipidne peroksidacije iz stanice. Glutation i NADPH sluze kao donori
elektrona. GSH-Px opisana je u Cetiri izoforme (113). U Stakora oboljelih od dijabetesa povecana
je aktivnost glutation peroksidaze u jetri, bubrezima, guSteraci, krvi i aorti te smanjena u retini i

srcu (115).

1.10.2. Neenzimski antioksidansi

Neenzimski antioksidansi su tvari male molekularne mase koje lako mogu difundirati u
stani¢nom 1 izvanstanicnom okoliSu, ovisno o potrebama. To su vitamini, mokra¢na kiselina,

karotenoidi, flavonoidi.

Vitamin C (askorbinska kiselina) nalazi se u unutarstani¢nom i izvanstani¢nom okolisu.
Utjece na regeneraciju vitamina E, a njegova se koncentracija u stanicama smanjuje s godinama.
Vitamin E je vrlo potentan stani¢ni antioksidans u borbi protiv radikala koji nastaju lipidnom
peroksidacijom stanicne membrane. a-tokoferol je najpotentnija forma vitamina E. Vitamin E

potiCe apoptozu stanica raka i sprjeava stvaranje slobodnih radikala (113).

Glutation je vazan antioksidans prisutan u svim dijelovima stanice. Topljiv je u vodi i u
velikim se koli¢inama nalazi u jetri. Kao $to je ve¢ spomenuto, glutation preko GSH-Px uklanja
vodikov peroksid i produkte lipidne peroskidacije. U zdravim stanicama postoji u reduciranom
obliku (GSH) i oksidiranom obliku (GSSH), a pove¢anje omjera GSSG/GSH je znak oksidacijskog

stresa 1 mjera je stani¢ne toksicnosti (113).

22



1. UVOD

Karotenoidi su skupina biljnih pigmenata koji takoder imaju antioksidacijski kapacitet, a
medu najpoznatijima je B-karoten. On snazno reagira s hidroksilnim, superoksidnim i peroksidnim
radikalama u stanici. Ima sposobnost djelovanja na transkripcijske ¢imbenike, direktno djelujuéi
na pojedine signalne puteve. Sprjecava stvaranje proupalnih citokina, poput NF-xB, IL-6 i TNF-a.

MozZe inducirati apoptozu stanice, $to je osobito vazno u biologiji tumora (113).

1.11. Oksidacijski stres i pretilost

Mnoge su bolesti i patoloski procesi u organizmu povezani s povecanim stvaranjem ROS-
a, poput neplodnosti, karcinoma, astme, pretilosti, dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti i
aterogenih poremecaja (123). Biomarkeri oksidacijskog stresa su poviseni u pretilih pojedinaca i
koreliraju sa BMI, postotkom masnog tkiva u organizmu, oksidacijom lipoproteina niske gustoce
(engl. low density lipoproteins, LDL) 1 koncentracijom triglicerida (engl. triglycerides, TG) (116).

To je jedan od nacina kojim ROS bivaju ukljuceni u patogenezu ateroksleroze i hipertenzije.

Nakupljanje triglicerida u masnom tkivu dovodi do povecane ekspresije NADPH oksidaze
Sto povecava stvaranje Oz” u masnom tkivu, a samim time i oksidativni stres (124). Posljedi¢no,
generirani ROS ulaze u sistemsku cirkulaciju povecavajuéi lu¢enje upalnih adipocitokina, te oni
sinergisticki dovode do poremecaja pridruzenih metabolickom sindromu, poput ateroskleroze,

inzulinske rezistencije i DM 1II (124).

S druge strane, pretilost prati i povecanje koncentracije cirkuliraju¢ih FFA koje
naruSaravaju metabolizam glukoze. FFA utjecu na povecanje oksidacijskih procesa u
mitohondrijima 1 peroksisomima jetre, skeletnih misi¢a i masnog tkiva, generiraju¢i ROS. ROS
izaziva oStecenje stani¢nih struktura i povecanje koncentracije proupalnog citokina TNF-a koji

potice daljnje stvaranje ROS-a u stanici i pojacanje lipidne peroksidacije (125).

Slobodni radikali djeluju na povecanje masnog tkiva, poticanjem proliferacije preadipocita,
njihove diferencijacije u zrele adipocite te posredujuci u njihovoj hipertrofiji (123). ROS krvlju
dolaze i1 do hipotalamickih centara u mozgu koji sudjeluju u kontroli unosa hrane i osjecaja sitosti,

smanjujuci njihovu osjetljivost i posljedicno dovode¢i do hiperfagije (123).
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Osim istaknutog pojacanog stvaranja ROS-a, organizam pogoden pretilo$¢u ima i smanjenu
antioksidacijsku sposobnost. Dokazana je smanjena koncentracija vitamina A, C, E i karotenoida

u masnom tkivu (126), ali i endogeno proizvedenih SOD i CAT (124).

1.12. Vitamin A

Vitamin A je mikronutrijent i antioksidans koji se nalazi namirnicama poput jetre, mrkve,
manga, jaja. Jetra se istiCe kao najveci izvor vitamina A, u kojoj je on pohranjen u obliku retinil
palmitata (127), a najveci se rezervoar vitamina A nalazi u HSC smjeStenima u perisinusoidalnim

prostorima jetre (14).

Vitamin A sudjeluje u mnosStvu bioloSkih procesa tijekom razvoja i starenja, kako ljudi,
tako 1 Zivotinja. Ima ulogu u fiziologiji vidnog podraZaja, regulaciji rasta, reprodukcije, odrzavanju
epitelnog tkiva (128), nadziranju mehanizama proliferacije, diferencijacije 1 odrZavanja
homeostaze imunosnog sustava (129) te u reparatornim procesima u sisavaca. Takoder je vazan i

tijekom rane embriogeneze, osobito u indukciji apoptoze pojedinih stanica i1 organogenezi

(130,131).

Nakon apsorpcije u enterocitima, vitamin A se u krvi veze za RBP koji ga prenosi do ciljnih
tkiva. Retinol se pretvara u retinal aktivnhoS¢u mikrosomalne ili citosolne retinol dehidrogenaze
(engl. retinol dehydrogenase, RoDH), a retinal u retinoi¢nu kiselinu aktivnoS¢u citosolne retinal
dehidrigenaze (engl. retinal dehydrogenase, RalDH) (130,131). Za ostvarivanje fizioloskih
funkcija 1 vezanje za stani¢ne ciljne receptore, retinal se mora pretvoriti u retinoi¢nu kiselinu (engl.
retinoic acid, RA). RA se veze za stani¢ni vezni protein (engl. retinoic acid binding protein,
CRABP) u citoplazmi i kao kompleks odlaze prema jezgri vezuci se na jezgrine receptore (RAR
ili RXR) te vrsi svoje fizioloSke funkcije (132). Svi trans oblici RA (engl. frans RA) vezu se za
RXR receptore, a 9-cis RA veze se za RAR receptore.

Manjak enzima retinaldehid dehidrogenaze i nakupljanje retinala u animalnom modelu
misa $titi ih od pretiloS¢u izazvane inzulinske rezistencije, vjerojatno procesom ,,posmedivanja‘
bijelog masnog tkiva, povecanjem ekspresije UCP-1 proteina na mitohondrijskoj membrani i

povecanjem potroSnje energije putem termogeneze (127). Jos je 80. — ih godina proslog stoljeca
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dokazano da retinoi¢na kiselina inhibira diferencijaciju adipocita i sprjecava razvoj pretilosti i
inzulinske rezistencije na modelu Stakora (133). Takoder, RA utjeCe na metabolizam lipida u jetri,

smanjujuci nakupljanje triglicerida, a poti¢uéi oksidaciju masnih kiselina (127).

Unos prevelike koli¢ine vitamina A, bilo preko hrane animalnog porijekla, bilo razli¢itim
prehrambenim dodacima, dovodi do hipervitaminoze A, smanjenja gustoce koStanih gredica i
toksi¢nosti jetre. Osobito je vazno upozoriti Zene koje planiraju trudnocu i one u graviditetu na
kontroliran unos vitamina A u organizam jer on moze imati Stetan utjecaj na zacece i embriogenezu

(127).

1.13. Uloga vitamina A i njegovih metabolita u pretilosti i oksidacijskom stresu

Novija in vitro i in vivo istrazivanja masnog tkiva rasvijetlila su metabolite vitamina A:
retinol, retinaldehid i RA te njihovo posredniStvo u razvoju pretilosti. Prvu poveznicu izmedu
metabolizma vitamina A, masnog tkiva i metabolizma glukoze opisali su 2005. Yang i sur. kada
je po prvi puta otkriveno da poviSena koncentracija RBP4 pridonosi inzulinskoj rezistenciji u jetri

1 miSi¢nom tkivu (134). Kasnije je to potvrdeno u jo§ nekoliko animalnih istrazivanja.

Vitamin A dokazano utjeCe na metabolizam lipida, izazivaju¢i hipertrigliceridemiju i
dislipidemiju u genetickom modelu pretilih i u mrSavim Stakorima (135). Zarei i sur. potvrdili su
posljedi¢nu dislipidemiju nakon primjene RA na animalnom modelu Wistar Stakora (136). Smatra
se da retinoi¢na kiselina povecava stvaranje VLDL-a u jetri i smanjuje aktivnost lipoprotein lipaze
(engl. lipoprotein lipase, LPL) u perifernim tkivima (21), pospjesujuci time dislipidemiju. Vezano

za konkretnu ulogu u pretilosti, zabiljezena su razli¢ita istraZivanja.

Neki radovi potvrduju da vitamin A i njegovi derivati ulaze u medureakciju sa stani¢nim
membranama i imaju $tetno djelovanje na stanic¢ne organele: pospjesuju lipidnu peroksidaciju,
karbonilaciju 1 nitraciju proteina, dovode do disfunkcije mitohondrija 1 uzrokuju stani¢nu nekrozu
1 apoptozu. Vitamin A uzrokuje istjecanje elektrona iz mitohondrija i dovodi do pojacanog
nakupljanja ROS-a, ¢ime potvrduje svoj prooksidativni u¢inak (137). Rigobello 1 sur. potvrdili su
da RA u bilo kojem obliku (trans ili cis) uzrokuje oticanje organela izoliranih iz Stakorske jetre, s

posljedi¢nim gubitkom njihove funkcije (138). Prooksidativni u¢inak dodatka retinoi¢ne kiseline
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dokazan je i u kasnije objavljenim radovima (139,140). Oralna primjena RA u jedinki na
visokomasnoj hrani povecava oksidacijski stres u bubregu Wistar Stakora, smanjujuci njihov
antioksidacijski kapacitet, a povecavajuci karbonilirane proteine koji su vazan biljeg oksidacijskih
poremecaja (136). Intragastri¢na primjena vitamina A u dozi izmedu 1000 1 9000 IU/kg/dnevno
tijekom 3,7 ili 28 dana uzrokuje teSka oSte¢enja na mozgu Stakora i u drugim organima u muzjaka
Stakora soja Wistar, uzrokuju¢i 1 promjene u njihovom ponasSanju zabiljezene testom otvorenog
prostora (engl. open field test) i testom tamna/svijetla kutija (engl. /ight/dark box) (141-144). Male
doze RA, 1 mg/kg, uzrokuju oStecenje stanica hipokampusa, smanjenu sposobnost ucenja i
anksiozno ponaSanje u odraslih Stakora (141,145). U ljudi na terapiji isotretinoinom za lijeCenje
tezih oblika akne (lat. acne nodularis, acne conglobata) dokazan je smanjen metabolizam u
orbitofrontalnom korteksu koji se povezuje s izrazenijim depresivnim ponasanjem, ponekad i

suicidalnim idejama (146—148).

Druga, pak, istrazivanja, upucuju na antioksidacijski u¢inak dodatka retinoi¢ne kiseline. U
istrazivanju Samokyszyna 1 sur. dokazano je da dodatak RA inhibira lipidnu peroksidaciju na
mikrosomima jetre Stakora u kulturi (149). U jetri C57BL/6J miSeva takoder je dokazano smanjeno
stvaranje ROS nakon primjene RA zbog poticajnog djelovanja RA na Sirtuin 1 (Sir¢/) receptor u
jetri koji ima antioksidacijsko djelovanje (150). Antioksidacijski u¢inak 13 cRA dokazan je i na
kozi miSa nakon primjene snaznog tumorskog promotora benzoil peroksida na kozi misa. Uz
dodatak konkretno 13 cis retinoi¢ne kiseline (engl. /3 cis retinoic acid, 13 cRA) doslo je do
smanjenja lipidne peroksidacije u kozi i povecanja antioksidansa GSH (151). Uza sve navedeno,
RA dokazano smanjuje tjelesnu masu Stakora smanjujuci koli¢inu visceralnog i retroperitonealnog
masnog tkiva (21,150), najvjerojatnije aktivacijom UCP-1 u smedem masnom tkivu,

posmedivanjem bijelog masnog tkiva i aktivacijom glukokortikoidnih i termogenih receptora (21).

Retinol vezni protein 4 (engl. retinol binding protein, RBP4) sluzi kao serumski nosac i
prijenosnik vitamina A. PoviSene serumske koncentracije RBP4 povezuju se s poremecajem
metabolizma glukoze, a povecani izrazaj RBP4 zabiljeZen je u masnom tkivu miSeva s razvijenom

inzulinskom rezistencijom (134).

Sazimajuéi sve navedeno, €ini se da retinol vezan za RBP 1 RA ima potpuno razli¢ite uloge

u metabolizmu lipida i glukoze (127). U razmatranju uloge RA na pretilost 1 oksidativni stres u
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organizmu, svakako je vazno imati u vidu i1 genetsku raznolikost, dob, spol, raspodjelu masnog

tkiva u organizmu i funkciju bubrega (152).

1.14. 13 — cis retinoicna Kiselina

Aktivni metabolit vitamina A jest 13 cRA. Ona se u medicini koristi za mnoge poremecaje,
od kojih je najpoznatije lijeCenje teskih oblika akne u skupini adolescenata. 13 cRA ima
protuupalno 1 antisebogeno djelovanje, sprjecavajuci stvaranje loja u zlijezdama lojnicama i upalnu
kaskadu koja je klju¢na u patogenezi akne (153). Za vrijeme trajanja terapije, koja je uobicajna 15-
20 tjedana, vidljive su brojne nuspojave, od kojih su najcesée hipertrigliceridemija i
hiperkolesterolemija, hiperkalcemija, porast jetrenih transaminaza, poremecaji raspoloZenja, suha
koza i sluznice, heilitis (154). Osim u terapiji akne, 13 cRA koristi se i u terapiji nekih maligniteta,
poput neuroblastoma i planocelularnih karcinoma (155,156), te za lijeCenje nekih drugih

dermatoloskih poremecaja, poput rozacee (157) i seboroji¢nog dermatitisa (158).

1.15. Model Stakora u istrazivanjima pretilosti i metabolickih poremecaja

Metabolicki je sindrom visSestruke etiologije, a pretilost je jedna od entiteta koji se vezu uz
njega. Uz brojne etioloSke ¢imbenike koji su navedeni ranije u tekstu, vrlo su vazni i oni okoli$ni,
koji su, u nacelu podlozi kontroli pojedinca, poput sjedilackog nacina zivota, fizicke aktivnosti i
prehrambenih navika (1). Stoga, odabir modela za proucavanje pretilosti treba $to viSe imitirati

zapadnjacki stil zivota i prehrambene navike pojedinaca.

Smatra se da je nesrodeni soj Stakora (engl. outbreed) najidealniji model za proucavanje
pretilosti jer dobro imitira genetsku raznolikost koja je prisutna u ljudskoj populaciji. Najcesce se
primjenjuju razli€iti pristupi hranjenu: prehrana s visokim udjelom masti, prehrana s visokim
udjelom Secera ili prehrana s visokim udjelom masti i Se¢era. Hrana s visokim udjelom masti
izaziva uglavnom povecanje tjelesne mase i koli¢ine masnog tkiva, povecanje koncentracije
glukoze, kolesterola, triglicerida, leptina 1 inzulina. Postotak masti moZze varirati izmedu 20 1 60 %

ukupnog kalorijskog unosa, a izvor masti mogu biti proizvodi biljnog porijekla, poput
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suncokretovog ili sojinog ulja, ili proizvodi zivotinjskog porijekla. Hrana s visokim udjelom Secera
moze biti: s visokim udjelom glukoze, fruktoze ili saharoze (159). Postoje istrazivanja koja
usporeduju metaboli¢ke ucinke razli¢itog sastava ugljikohidrata u hrani (160). Za proucavanje
metaboli¢kih poremecaja mogu se koristiti i genetski modificirani sojevi, koji imaju ukinut ili
mutiran odredeni gen, te se o¢ituju nekontrolirano poja¢anim apetitom, masivnom hiperfagijom i
smanjenom potrosnjom energije. Primjeri takvih modela jesu: 0b/ob misevi, db/db misSevi, Zucker
fatty Stakori, Goto Kakizaki Stakori. Svaki od tih modela ima neke svoje prednosti i neka
ogranic¢enja. Metabolicki se poremecaji i pretilost mogu inducirati razli¢itim farmakoterapijskim

pristupima, primjerice glukokortikoidima ili antipsihotikom olanzapinom (159).

Najcesce koristeni sojevi za proucavanje metabolickih poremecaja jesu Spraque Dawley
Stakori, Wistar Stakori i C57BL/6 J soj miSeva. U radu je izabran soj Lewis Stakora s obzirom da
brojni navodi pokazuju da su Lewis Stakori pogodan model za prehranom-induciranu pretilost,
dijabetes 1 dijabetes—induciran streptozotocinom. Osim toga, Lewis Stakor je vrlo osjetljiv na
indukciju autoimunih bolesti, kao $to je eksperimentalni autoimuni encefalomijelitis, inducirani
artritis, upala, glomerulonefritis 1 eksperimentalni miokarditis (161,162), a pokazuju 1 vecu
osjetljivost u neuroprotektivnoj terapiji posebice u kroni¢noj upali — prouzrocenoj norepinefrin
osjetljivim nociceptorima i razvija bolji odgovor na upalu i lipidnu peroksidaciju u odnosu na
Fischer 344 i Sprague Dawley Stakore (163,164). Navedeni su pokazatelji pretilosti - pridruzeni
ljudskih poremecaja u pretilosti, starenju, raku, dijabetesu, transplantaciji 1 kardiovaskularnim
istrazivanjima. Modeli Stakora pokazuju vece fizioloske sli¢nosti s l[judima nego miSevi. Takoder,
radi njihove vece veli€ine kirurSka intervencija moze se izvesti 1 pratiti lakSe nego kod miSeva. Uza

sve to, jako dobro reagiraju na oksidacijska oste¢enja, osobito lipidnu peroksidaciju (165, 166).

Prednost koriStenja animalnih modela je, uz moguénost odredivanja uvjeta, izbor
odgovaraju¢eg soja, odgovarajua kontrola, dob, laka dostupnost, ekonomska isplativost,
prilagodba tehnika, moguc¢nost viSestrukog ponavljanja pokusa te provjere rezultata kao i
mogucénost pracenja biokemijskih, funcionalnih 1 histomorfoloskih promjena u pretilosti i

metabolickom sindromu.
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Dugoroc¢na primjena 13 cRA 1 prehrana bogata mastima u zenki Stakora soja Lewis narusit ¢e
homeostatske procese u regulaciji tjelesnih masti, metabolizmu glukoze 1 adipokina vodeci
kroni¢noj upali i1 oksidacijskom stresu. Prehrana bogata mastima i primjena 13 cRA izazvat ce

histoloske promjene jetrenog parenhima.
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Cilj je rada istraziti ulogu 13 cRA na metabolicke poremecaje u uvjetima normalne prehrane i

prehrane obogac¢ene mastima u Stakora soja Lewis preko:
a) mjerenja koncentracije kljuc¢nih adipokina (leptina, adiponektina),

b) istrazivanja funkcionalne poveznice izmedu razine klju¢nih adipokina i koncentracije glukoze i

lipida u krvi te histoloskih promjena na tkivu jetre,
c) istraZivanja poveznice izmedu upalnih citokina, oksidacijskog stresa i aterogenih pokazatelja,

d) istrazivanja doprinosa 13 cRA u povecanju/smanjenju aterogenih pokazatelja, ocCuvanju

krvozilne funkcije i srca, te hepatorenalne funkcije.
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4.1. Pokusne Zivotinje

U istrazivanje je ukljuceno 36 Zenki Stakora soja Lewis, starosti 4-6 mjeseci, mase 200 —
350 g iz uzgoja Zavoda za animalnu fiziologiju Prirodoslovno matematickog fakulteta u Zagrebu.
Istrazivanja na zivotinjama provedena su u skladu sa smjernicama koje su na snazi u Republici
Hrvatskoj (Zakon o dobrobiti Zivotinja, NN 37/13, NN 55/13) te u skladu s vodi¢em za drzanje 1
koristenje laboratorijskih Zivotinja [Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, DHHS
(NIH) Publ # 86-23].

Odobrenje za provodenje pokusa dalo je Povjerenstvo za bioetiku i dobrobit zivotinja
Prirodoslovno matematickog fakulteta u Zagrebu (KLASA: 643-02/19-01/3, URBROJ: 251-58-
10617-19-284), Ministrastva poljoprivrede RH (KLASA: UP/I-322-01/19-01/32, URBROJ: 525-
10/0255-19-4) te Medicinskog fakulteta u Osijeku (KLASA: 602-04/19-08/04, URBROJ: 2158-
61-07-19-123).

4.2. Hrana za Zivotinje

Zivotinje su hranjene dvjema razli¢itim vrstama hrane za glodavce: standardnom
hranom 1 visokokaloricnom hranom. Kontrolna se skupina hranila standardnom hranom
(engl. standard laboratory chow diet, STD), odnosno kompletnom repeletiranom hranom za
miSeve 1 Stakore 4RF21 (engl. Complete food for MICE and RATS 4RF21 Repelletted). Druga se
skupina hranila visokomasnom hranom (engl. high fat diet, HFD), kod koje 45 % od ukupne
energije otpada na nezasi¢ene masti. (engl. Complete feed for RODENTS PURIFIED Diet 45 %
ENERGY FROM FATS). Sastav standardne 1 visokokalorijske hrane prikazan je u Tablici 4.1.
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Tablica 4.1. Sastav standardne 1 visokomasne hrane.

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

Hranjivi aditivi: E672 — Vitamin A L.U. 14400
E671 — Vitamin D3 L.U. 1260
El1 —Fe mg 180
ES5 - 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
Analiti¢ki Sirove bjelancevine % 18,50
konstituenti (u %) Sirove masti i ulja % 3,0
Sirova vlakna % 6,0
Sirovi pepeo % 7,0
VISOKOMASNA HRANA

SASTAV Kazeinski prah, saharoza, svinjska mast, maltodekstrin, kukuruzni $krob, sojino ulje, kalcijev

karbonat, natrijev monofosfat, dikalcijev fosfat, natrijev klorid, natrijev sulfat, magnezijev oksid

Hranjivi aditivi: E672 — Vitamin A 1.U. 7600
E671 — Vitamin D3 L.U. 1900
El —Fe mg 49,5
ES5 - 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 — kosSenil crveno A mg 100

Analiti¢ki Sirovi proteini % 21

konstituenti (u %) Sirove masti i ulja % 23
Sirova vlakna % 4,5
Sirovi ugljik % 3,5
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4.3. Plan pokusa

Zenke $takora soja Lewis podijeljene su u 6 skupina (n = 6) s razli¢itim protokolom

hranjenja i primjene 13 cRA, kako slijedi:

a) STD-C (Zenke hranjene standardnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak suncokretovog ulja

tijekom prvih 30 dana)

b) STD+7,5 (13 cRA) (zenke hranjene standardnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13 cRA
u dozi 7,5mg/kg tijekom prvih 30 dana)

¢) STD+15 (13 cRA) (Zenke hranjene standardnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13 cRA u
dozi 15mg/kg tijekom prvih 30 dana)

d) HFD-C (Zenke hranjene visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak suncokretovog ulja

tijekom prvih 30 dana)

e) HFD+7,5 (13 cRA) (zenke hranjene visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dozi 7,5mg/kg tijekom prvih 30 dana)

f) HFD+15 (13 cRA) (zenke hranjene visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13 cRA
u dozi 15mg/kg tijekom prvih 30 dana)

PatofizioloSke promjene izazvane su oralnom primjenom RA (kanilom) u dozi od 7,5
mg/kg 1 15 mg/kg tijekom 30 dana na nacin da se sadrzaj kapsula Roaccutane ® (Roche d.o.o.,

Francuska) pomijesa sa suncokretovim uljem kako bi se dobile spomenute koncentracije.

Navedene dvije koncentracije 13 cRA odabrane su u skladu s postoje¢om literaturom koja
potvrduje da je doza 7,5 mg/kg 13 cRA u animalnom modelu istovjetna dozi 550-600 ng/mL u
ljudi; te 15 mg/kg 13 cRA dozi 880-1650 ng/mL u ljudi (167) . Primjena koncentracije od 7,5mg/kg
13 cRA u skladu je s razinom 13 cRA u serumu ljudi nakon upotrebe kapsula Roaccutane u terapiji
akne (0,5 — 1 mg/kg), a doza od 15 mg/kg pokazatelj je primjene dvostruko vece doze u odnosu na

terapijsku.

Tijekom obrade Zivotinja nije bila koriStena anestezija i analgezija; postupak anestezije i
anelgezije primjenjen jedino tijekom postupka zZrtvovanja Zivotinja gdje su one anestezirane i

analgezirane intraperitonealnom primjenom kombinacije Narketana® Vetoquinol S.A., BP 189
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Lure Cedex, Francuska (djelatna tvar Ketamin) i xylapana® Vetoquinol Biowet Sp., Gorzow, R.
Poljska (djelatna tvar Ksilazin) u dozi od 25 mg/kg.

Tijekom izvodenja pokusa nije bilo Zivotinja koje su pokazivale naruseno opce stanje i bol,
te tako nije bila ucinjena selektivna eutanazija pove¢anom dozom anestetika ili cervikalnom

dislokacijom.

STANDARDNA HRANA (STD) ad libitum

SUNCOKRETOVO .
‘ i ‘ 7,5 mg/kg RA ‘ 15 mg/kg RA l . ' . ’ l _ ] .

30 DANA 30 DANA ZRTVOVANIE

VISOKOMASNA HRANA (HFD) ad libitum

‘ SUNC?JISEHOVO ‘ 7,5 mg/kg RA ‘ 15 mg/kg RA ' _ ' . l - ’ .

T LI {

30 DANA 30 DANA ZRTVOVANIE

Slika 4.1. Plan pokusa.

Zenke $takora soja Lewis (n=6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA eksperimentalnim skupinama u dvije koncentracije tijekom 30 dana, kako slijedi: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg.
Kontrolnoj je skupini tijekom 30 dana ordinirano suncokretovo ulje. Primjena 13 cRA trajala je 30 dana, tijekom idu¢ih
30 dana je ukinuta te su se zenke Stakora soja Lewis hranile isklju¢ivo STD ili HFD ad libitum, nakon ¢ega je, 60. —

og dana pokusa, izvrSeno Zrtvovanje zivotinja.

4.4. Praenje promjene ukupne mase Stakora

Prije pocetka pokusa Zivotinje su izvagane i razvrstane u skupine prema pribliZno sli¢noj
tjelesnoj masi. Mjerenje tjelesne mase obavljeno je digitalnom vagom 1x tjedno tijekom 60 dana.
Vaganje je obavio voditelj pokusa. Postotak promjene tjelesne mase izaCunat je na kraju pokusa

prema formuli:
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konatna masa — pocetna masa

Promjena tjelesne mase (%) = 100 (1)

konaéna masa

4.5. Pracenje unosa hrane i vode

Unos hrane 1 koli¢ina vode kontrolirana je svakodnevno. Unos hrane i vode prikazan je
kao razlika izmedu pocetne 1 konac¢ne teZine u razdoblju od 24 sata. Rezultati su izraZzeni u gramima

(g) ili mililitrima (mL).

4.6. Adipozni indeks

Adipozni indeks je koriSten kao mjera pretilosti, s obzirom da se koli¢ina masti postupno
povecava razvojem pretilosti. Nakon Zrtvovanja Stakora, izdvojeno je masno tkivo i izvagano.
Ukupna tjelesna koli¢ina masnog tkiva izmjerena je i prikazana kao zbroj pojedina¢nih tezina
masnih tkiva: perigonadalno masno tkivo + retroperitonealno masno tkivo + visceralno masno
tkivo. Adipozni indeks (%) izraCunao se na sljede¢i nacin:

Adipozni indeks (%) =

[retroperitonealno masno tkivo (g) + visceralno masno tkivo (g)+ perigonadalno masno tkivo (g)]

- 100 (2)

[tjelesna masa (g)]

4.7. Relativna masa pojedinih organa

Po zavrSetku su pokusa organi Stakora izolirani i izvagani na digitalnoj vagi (Electronic
balance ABS 220-4, Kern&Sohn, Germany). Relativna masa svakog pojedinog organa izracunata

je prema formuli:

konatna masa organa

Relativna masa organa (%) = - 100 (3)

konatna masa Stakora

4.8. Oralni test tolerancije glukoze i glikemijske promjene tijekom vremena

Nakon 60. dana trajanja pokusa te nakon prekono¢nog (8 -10 h) gladovanja zivotinja,

izmjerena je koncentracija glukoze u krvi u 0., 15., 30., 60., 90. i 120. min, neposredno nakon
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intragastri¢ne primjene glukoze kanilom u dozi od 3 g/kg/TT. Uzorak krvi za analizu glukoze u
krvi uzet je iz repne vene nakon laganog uboda sterilnom iglom, a razina glukoze mjerena

glukometrom s odgovarajuc¢im test - trakicama.

Postotak glikemijske promjene u pojedinoj je grupi izracunat kao funkcija vremena koriStenjem

dolje navedene formule:

(61-G0)

% glikemijske promjene = T 100 (4)

gdje GO predstavlja vrijednosti glukoze prije aplikacije otopine glukoze, a G1 vrijednosti glukoze
u30’,60",90"1120" nakon primjene iste.

4.9. Analiza hormona leptina i adiponektina

Razina adipokina u serumu odredena je pomocu ELISA metode. KoriSteni su kitovi Rat
leptin Elisa kit 96 — Well Plate (Cat. # EZRL — 83K, Merck Millipore Corporation, USA) i Rat
adiponektin Elisa kit 96 — Well Plate (Cat. # EZRADP — 62K, Merck Millipore Corporation, USA).

Odredivanje razine leptina i1 adiponektina napravljeno je prema naputku proizvodaca.

Serum je dalje koriSten za mjerenje razine lipida u krvi, biokemijsku analizu, analizu upalnih

citokina, mjerenje dusik oksida (NO) i arginaze 1.

4.10. Lipidogram i aterogeni pokazatelji

Razina lipida u serumu odredena je pomocu uredaja Architect ¢ 8000 (Abbott), a iz
dobivenih vrijednosti izraunat je aterogeni indeks (AIP, engl. atherogenic index), aterogeni
koeficijent (AC, engl. atherogenic coefficient)), kardijalni rizik (CRR, engl. cardiac risk ratio) 1
kardioprotektivni indeks (CPI, engl. cardioprotective index) te indikator inzulinske resistencije

prema formulama koje slijede:

TG
Aterogeni indeks (AIP): AIP = log [m] (5)
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TG-HDL—-c

Aterogeni koeficijent (AC): AC = ———

(6)

Kardijalni rizik (CRR): CRR = —=— (7)

HDL —c¢

HLD — ¢

Kardioprotektivni indeks (CPI): CPI = DL —c (8)

TG
HDL —c¢ (9)

Indikator inzulinske rezistencije (IR): IR =

gdje TG predstavlja serumsku koncentraciju triglicerida, HDL-c predstavlja serumsku
koncentraciju liporoteina visoke gusto¢e, LDL-c — predstavlja serumsku koncentraciju lipoproteina

niske gustoce

4.11. Analiza upalnih citokina

Upalni parametri iz krvi odredeni su pomoc¢u ELISA metode. KoriSten je kit proizvodaca
Multi-Analyte ELISArray for Rat, Kit: MEROO4A tvrtke Quiagen. Od upalnih citokina analizirani
sullL-1a, IL-1pB, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, IL-17A, IFN-y, TNF-0, GM-CSF.

KoriSteno je dvostruko razrijedenje seruma. Prije same analize pripremljene su otopine
prema naputku proizvodaca (Wash Buffer, Assay Buffer, Sample Dilution Buffer, Antigen
Standard Cocktail). Pripremljene su pozitivna i negativna kontrola, te je 50 pL uzorka dodano u
odgovarajuce jazice, nakon ¢ega je uslijedila inkubacija u trajanju 2 sata. PloCica se ispirala 3 puta,
potom se u sve jazice dodalo 100 pL Detection Antibody otopine uz inkubacijsko razdoblje od 1
sat. Ponovno je uslijedilo ispiranje 3x, i u sve je jazice dodan Avidin-HRP. Razdoblje inkubacije
trajalo je 30 minuta, nakon Cega je uslijedilo ispiranje 4x, dodavanje Development otopine i Stop
otopine. Apsorbancija je o€itana unutar 30 minuta od dodavanja posljednje otopine na valnoj

duljini 450 nm 1 570 nm.
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4.12. Mjerenje duSikovog oksida indirektnom metodom prema Griessu

Za odredivanje dusSikovog oksida koriSten je kit Griess reagent system (Promega, SAD),
koji se temelji na indirektnoj metodi prema Griess-u kojom zapravo odredujemo koli¢inu NO;".
Ova metoda temelji se na medureakciji spojeva sulfanilamida 1 N-1-naftiletilendiamin
dihidroklorina (NED) u kiselom okoliSu. U toj reakciji nitrit reagira sa sulfonilnom kiselinom i
stvara diazo kation koji se spaja u aromatske amine ruzicastog obojenja koji apsorbiraju u vidljivom
dijelu spektra pri 540 nm. Na temelju serijskih razrijedenja standardne 0,1 M nitritne otopine

utvrduje se koncentracija nitrita u serumu.

Sam postupak sastoji se od dodavanja 50 pL seruma u eksperimentalne jazice te stvaranja
bazdarnog pravca. Od svakog su uzorka analizirani triplikati. Tijekom postupka dodaje se 50 puL
sulfanilamid otopine u sve jazice, te se inkubira 5-10 minuta u mraku. Potom se dodaje 50 uLL NED

otopina, uz inkubaciju 5-10 minuta. Apsorbancija se ocitava na 540 nm.

4.13. Odredivanje aktivnosti arginaze

Mjerenje razine aktivnosti arginaze iz uzoraka seruma razrijedenih u PBS-u 8x i bubrega
razrijedenih 40x provodilo se pomoc¢u ELISA kita (Sigma-Aldrich) za arginazu koji se temelji na
konverziji L-arginina do uree i ornitina. Nastala urea specificno reagira sa supstratom pri ¢emu
nastaje obojenje koje je proporcionalno aktivnosti arginaze. Jedna jedinica arginaze predstavlja
koli¢inu enzima dovoljnu za konverziju 1 uM L-arginina do ornitina i uree u minuti pri pH od 9,5
i temperaturi od 37°C. Standardna radna otopina uree pripremljena je dodavanjem 24 pL uree
standarda (50 mg/dL) i 176 pL dH>O kako bi se dobila 1 mM standardna radna otopina uree.

U mikrotitarsku plo¢icu dodano je 40 puL uzorka u duplikatu s time da je dodano isto toliko uzoraka
u duplikatu kao slijepa proba. Isti je volumen dodan u jaZice za standardnu radnu otopinu uree 1
dH>O. Nakon toga je dodano u svim uzorcima, osim uzoraka slijepe probe, 5x razrijedenog
supstratnog pufera dobivenog mijeSanjem 8 pL arginin pufera sa 2 pL. otopine Mn, nakon Cega je
slijedila inkubacija od 2 sata pri 37°C. Prije isteka dvosatne inkubacije, pripremljen je urea reagens
dobiven mijeSanjem ve¢ gotovih reagensa A i reagensa B (100 uL reagensa A 1 100 pL reagensa B

pripremljenih u kitu). Po isteku inkubacije, kako bi se zaustavila reakcija dodano je 200 pL urea
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reagensa u svaku jazicu ukljucujuci i uzorke slijepe probe. Potom je dodano 10 puL 5x razrijedenog
supstratnog pufera u uzorke slijepe probe te je provedena inkubacija od 60 min na sobnoj
temperaturi. Nakon inkubacije izmjerena je apsorbancija na 430 nm na uredaju Ao Absorbance
Microplate Reader (proizvodac: Azure Biosystems, SAD).

Aktivnost arginaze odredena je pomocu sljedece formule:

Auzorka—Aprazne jazice (1 mM-50- 103) (10)
A standarda—Avode w-7

Aktivnost arginaze =

gdje je A — apsorbancija, T - vrijeme reakcije u minutama, V - volumen uzorka dodan u jazice, 1

mM koncentracija standarda ureje, 50 reakcijski volumen, a 10° konverzijski ¢imbenik mM u pM.

4.14. Hematolos$ka analiza Kkrvi

Uzorci krvi za hematoloSku analizu uzeti su iz abdominalne aorte svake jedinke
pojedinacno prilikom Zrtvovanja zivotinja. Uzorci krvi za hematoloSku 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), prosjecan
volumen eritrocita (MCV), prosjecna koli¢ina hemoglobina u eritrocitima (MCH), prosjecna
koncentracija hemoglobina u eritrocitima (MCHC) te raspodjela eritrocita prema veli¢ini (RDW).
Hematoloski parametri analizirani su na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu preporucenim

analitickim metodama na elektronskom broja¢u Horiba ABX169 (Micros, Francuska).

4.15. Biokemijska analiza krvi

Uzorci krvi za biokemijsku analizu uzeti su iz abdominalne aorte svake jedinke pojedinacno
i prikupljeni su u vacutainere bez antikoagulansa. Za odredivanje biokemijskih parametara koristen
je serum, a vrijednosti svakog pojedinog parametra odredene pomocu VetScan® kompleta (engl.
Comprehensive Diagnostic Profile reagent rotor) na uredaju VetScan® VS2 (Abaxis, UK).
Analizirana je koncentracija albumina (ALB g/L), alkalne fosfataze (ALP - U/L), alanin
aminotransferaze (ALT — U/L), amilaze (AMY — U/L), ukupnog bilirubina (TBIL - pumol/L),

39



4. MATERIJAL I METODE

dusika uree u krvi (BUN — mmol/L), kalcija (Ca?>* — mmol/L), fosfata (PHOS — mmol/L), kreatinina
(CRE — pmol/L), glukoze (GLU — mmol/L), natrija (Na" - mmol/L), kalija (K" - mmol/L), ukupnih
proteina (TP — g/L) te globulina (GLOB — g/L).

4.16. Analiza parametara oksidacijskog stresa jetre i bubrega

4.16.1. Priprema uzoraka za analizu

Tijekom Zrtvovanja izolirana su 1 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 do analize pohranjeni na -20°C.

4.16.2. Odredivanje proteina po Lowreyu

Proteini, u prethodno pripremljenim homogenatima tkiva jetre i bubrega, odredeni su
metodom prema Lowrey 1 sur. (168). Metoda se zasniva na biuretskoj reakciji — redukciji
bivalentnog bakrova iona u reakciji s peptidnom vezom u bazi¢nim uvjetima pri ¢emu nastaje
monovalentni bakrov ion. Dolazi i do oksidacije aromatskih bocnih 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 uL uzoraka tkiva jetre 1 bubrega
razrijedenih 10 puta dodano je 2 mL otopine D (Tablica 4.2.). Reakcijska smjesa inkubirana je na
sobnoj temperaturi kroz 10 minuta te je dodano 200 pL otopine E. Nakon dodatka otopine E
reakcijska je smjesa vorteksirana te stavljena na inkubaciju u zatamnjenu komoru na 30 minuta.
Potom je mjerena apsorbancija uzoraka pri valnoj duljini od 600 nm. Kao standard uzete su poznate
serijske koncentracije (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 je izraden bazdrani
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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

formule:

Auzorka - bst.krivulje
qc =

. jedenje (11
nagib pravca st. krivulje) razrjedenje (11)

pri ¢emu je: qc — koncentracija proteina, A — apsorbancija uzorka

Tablica 4.2. Priprema otopina koristenih u odredivanju proteina metodom po Lowryu.

Otopina Priprema otopina (za 100 uzoraka)

Otopina A: 2 % (w/v) Na2CO3 u 0,1M NaOH | 9,6 g NaxCOs + 480 mL 0,1M NaOH

Otopina B: 1 % (w/v) natrij-kalij tartarat u | 0,1 g Kalijev - natrijev tartatat + 10 mL dH20
dHO
Otopina C: 0,5 % (w/v) CuSO4 x 5H20 u | 0,05 g CuSO4 x 5H20 + 10 mL dHO
dH>O
Otopina D Otopine A, B 1 Cuomjeru A:B:C =48:1:1

Otopina E: Folin-Ciocalteu reagens pomijesati Folin & Ciocalteu's phenol reagens
1 dH20 u omjeru 2:1

(npr. 14 mL Folin & Ciocalteu's phenol
reagens + 7 mL dH20 )

4.16.3. Enzimska aktivnost katalaze

Aktivnost katalaze u tkivima odredena je metodom prema Aebiju (169). U toj se metodi
aktivnost katalaze odreduje preko koli¢ine potrosenog H>O». Za mjerenje su koriSteni uzorci tkiva
bubrega razrijedeni 40x te uzorci jetre razrijedeni 100x. U kivetu je dodano 20 pL uzorka te 980
uL 10 mM H>O; prethodno pripremljenog od 113 puL 30 % H20; te 99,887 mL PBS-a. Aktivnost
katalaze mjerena je spektrofotometrijski prac¢enjem smanjenja koli¢ine H>O» tijekom jedne minute

pri valnoj duljini od 240 nm. Kao standard koristio se 10 mM H>O». Aktivnost CAT izracunata je

J (12), gdje je U (mM) = 2322

mg proteina/mL uzorka £

prema formuli CAT = 500 -

, ekstinkcijski
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koeficijent iznosi € = 39,4 po m/Mcm. Koncentracija katalaze izrazena je u U/mg proteina S$to je

proporcionalno umol razgradenog H>O> u 60 sekundi po mg proteina.

4.16.4. Lipidna peroksidacija

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
lipidne peroksidacije u tkivu zasniva se na reakciji MDA s 2-tiobarbituratnom kiselinom
(thiobarbituric acid, 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 wuvjeti) te pri poviSenoj temperaturi.
Za mjerenje razine lipidne peroksidacije koriSteni su homogenati tkiva. U 100 pL
uzorka dodano je 1,6 mL otopine A (Tablica 4.3) 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

MDA u uzorku rauna se pomocu formule

Ayzorka’ Vreakcijske smjese (mL) (13)

Cc =
€ Vuzorka (mL).Cproteina uuzorku (%)

pri ¢emu je: ¢ — koncentracija (MDA, proteina u uzorku), V — volumen, A - dobivena
apsorbancija, a ¢ ekstinkcijski koeficijent MDA te iznosi €=0,156 mL/mol. Koncentracija MDA u

uzorku izrazena je u nmol MDA po mg proteina.
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Tablica 4.3. Priprema otopine A.

Otopine Nacin pripreme otopina

8,1 % SDS 0,81 g SDS-au 10 mL dH>O

20 % octena | 20 mL 99,5 % octene kiseline i 2,31 mL HCI, nadopuni se do 50 mL dH>O
kiselina 1 podesi pH=3,5 te nadopuni dH»O do 100 mL

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

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

4.16.5. Razina ukupnog glutationa

Ukupna koli¢ina GSH mjerena je pomocu modificirane Tietzeove metode (170).
Metoda se temelji na reakciji slobodnog 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 spektrofotometrijski mjeri 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
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 pL
35 mM HCL, 40 pL 10 mM DTNB te 20 puL uzorka. Kao standard, na temelju kojeg je
napravljen bazdarni pravac, koriStene su sljede¢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
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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 ) )
c= - - razrjedenje (14)
nagib pravca standarda

pri ¢emu je: ¢ — koncentracija GSH

Koncentracija GSH izraZena je u uM GSH po mL proteina u uzorku.

4.17. HistoloSka analiza jetre

4.17.1. Priprema uzoraka za analizu

Prilikom Zrtvovanja, desni jetreni rezanj izuzet je za histolosku analizu tkiva jetre. Za
histolosku analizu jetra je fiskirana stavljanjem u fiksativ (4 % formaldehid), i dalje provedena
kroz postupak standardne histoloSke obradbe materijala. Provedena je histoloSka analiza na tkivu
jetre (procjena stupnja steatoze i fibroze). Nakon fiksacije, uzorci tkiva isprani su temeljito u
destiliranoj vodi te podvrgnuti postupku dehidriranja uranjanjem u rastu¢e koncentracije etanola
(70 %, 80 %, 96 %, 100 %). Uzorci su tkiva zatim uklopljeni u parafin, rezani pomoc¢u mikrotoma
(Leica RM 550) na rezove debljine od 7-8 pm te obojani s hemalaunom i eozinom (engl. hemalaun

eosin, HE) — za procjenu stupnja steatoze 1 pikrosiririjusom — za procjenu stupnja fibroze.

4.17.2. Analiza stupnja steatoze

Pripremljeni 5 um debeli tkivni rezovi jetre obojani su hemalaun eozinom 1 pregledani
svjetlosnim mikroskopom Olympus CX40. Ostecenje jetrenog parenhima semikvantificirano je na

sljede¢i nacin (171):
I. nekoliko ( 3 — 5 masno promijenjenih hepatocita)

II. malo (6 — 15 masno promijenjenih hepatocita)
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III. umjereno (16 — 20 masno promijenjenih hepatocita)
IV. znacajno (vise od 20 masno promijenjenih hepatocita)

Za utvrdivanje masne promjene jetre izbrojani su masno promijenjeni hepatociti s
naglaskom na analizu mikrovezikularne 1 makrovezikularne steatoze jetre. Mikrovezikularna
steatoza podrazumijeva pojavu sitnih vakuola masti u citoplazmi, a makrovezikularna steatoza

promjene s krupnom vakuolom masti u citoplazmi.

Broj masno promijenjenih hepatocita analiziran je na 20 velikih vidnih povecanja

mikroskopa (400x).

4.17.3. Analiza stupnja fibroze

Pripremljeni 5 pm debeli tkivni rezovi jetre obojeni su metodom pikrosirijus crveno, na
kojima se vezivno tkivo boji crvenom bojom. Obojeni dijelovi preparata uzeti iz usporedivih
podrucja analizirani su pod svjetlosnim mikroskopom Axiovert 200M (Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Jena, Njemacka) i kamerom AxioCam MRm (Carl Zeiss Microscopy GmbH, Jena,
Njemacka). Preparati su slikani uz pomoc¢ motoriziranog stoli¢a mikroskopa u polju veli¢ine 10 x
10 slika (povecanje 200x, format TIFF) te povezani u jednu sliku uz pomo¢ programskog paketa
ImagelJ; distribucija Fiji (172). Analiza povrSine kolagena je vrSena koriStenjem opcije
»Lhresholding® u istom programskom paketu. Ukupna povrSina tkiva je ru¢no oznacCena u
programu GIMP (eng. GNU Image Manipulation Program; verzija: 2.10.14) i pretvorena u
obojenu masku. Dobivena maska koja predstavlja ukupno fotografirano tkivo jetre je koriStena u
programskom paketu ImageJ (distribucija Fiji) za mjerenje ukupne povrsine tkiva. Zastupljenost
kolagena u tkivu je izrazena kao povrsina kolagena (mm2) u odnosu na povrSinu ukupnog tkiva

jetre (mm?2).

4.18. Statisti¢ka analiza

Veli¢ina uzorka procijenjena je pomocu racunalnog programa Gpower (174) s
karakteristikama: pogreska tipa 1 (a=0,05), snaga (1-p=0,8) 1 u¢inak veli¢ine (engl. effect size) 0,3,
uz o¢ekivano koriStenje dvosmjerne analize varijance sa Sest nezavisnih skupina i dva ponovljena

mjerenja (6x2 ANOVA) s korelacijom izmedu ponovljenih mjerenja r=0,6. Time je minimalni
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potrebni broj ispitanika procijenjen na 36, odnosno 6 zivotinja po skupini. Dodatno je broj zivotinja

odreden postujuci "3R" pristup, metodom "Resource Equation" pomoc¢u formule:

E= (Ukupni broj zivotinja u pokusu) - (broj grupa), gdje je E broj stupnjeva slobode u testu
ANOVA i trebao bi biti izmedu 10 i 20 (173). Podaci su statisticki obradeni pomoc¢u racunalnog
programa Statistica 13 (StatSoft, Tulsa, Oklahoma, SAD). Numericki podaci su deskriptivno
prikazani pomocu aritmeticke sredine i standardne devijacije. Normalnost distribucije ispitana je
pomocu Kolmogorov Smirnovljevog testa. Razlike medu numerickim varijablama ispitane su
pomocu Kruskal Wallisovog testa s Dunnovim post hoc testom. Sve P-vrijednosti su dvosmjerne,

a razina statisticke znacajnosti odredena s a=0,05.
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5. REZULTATI

Cilj rada bio je istraziti dugoro¢ni ucinak primjene 13 cRA tijekom 30 dana na metabolicke 1
biokemijske promjene Stakora hranjenih STD ili HFD prehranom tijekom 60 dana. Kako bismo
ostvarili postavljeni cilj istrazili smo uc¢inak HFD uz primjenu 13 cRA na promjenu tjelesne mase,
hematoloske i1 biokemijske parametre, oralni test tolerancije glukoze, razinu hormona leptina 1
adiponektina, upalnih citokina, koncentracije duSikovog oksida i arginaze, parametre oksidacijskog
stresa jetre 1 bubrega, te histoloskih promjena jetrenog parenhima. U svrhu navedenog, u kontrolnoj
je skupini Sest zenki Stakora soja Lewis hranjeno standardnom hranom, isto toliki broj
visokomasnom hranom. Eksperimentalnim skupinama, takoder 6 zivotinja po skupini, dodana je
13 cRA u dvije spomenute koncentracije (7,5 mg/kg i 15 mg/kg) tijekom 30 dana. Nakon obrade

provedene su analize te rezultati prikazani kako slijedi:

5.1. Promjena mase Stakora

Promjene mase zivotinja tijekom obrade praceni su svakih 7 dana, a rezultati su prikazani
na Slici 5.1. Zivotinje su vagane tijekom 60 dana, prije pocetka obrade, tijekom obrade te nakon
obrade. Promjena je mase izraZzena u % te su rezultati prikazani graficki. Usporedbom
rezultata vidljiv je statisticki znacajan porast tjelesne mase u jedinki hranjenih HFD, uz dodatak 13
cRA u dozi 15 mg/kg. Promjena u tjelesnoj masi uocljiva je od 4. tjedna pokusa do kraja pokusa.
U jedinki na visokomasnoj hrani, uz dodatak 13 cRA u dozi 7,5 mg/kg na kraju pokusa zabiljezene
su najvece vrijednosti tjelesne mase koje su statisticki znacajne u odnosu na skupinu STD+15 (13
cRA) (P = 0,005). U jedinki na HFD uz dodatak 13 cRA u dozi od 15 mg/kg na kraju pokusa

zabiljezen je statisticki znacajan porast tjelesne mase u usporedbi sa skupinom HFD-C (P = 0,023).
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Slika 5.1. Promjena tjelesne mase Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz
dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13

cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina.
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5.2. Unos hrane i vode i adipozni indeks

Rezultati prehrambenih parametara (unos hrane i vode), udio pojedinog masnog tkiva i
adipozni indeks prikazani su u Tablici 5.1. ZapaZeno je da zivotinje kontrolne skupine, hranjene
STD, unose vecu koli¢inu hrane i pi¢a u odnosu na ostale skupine, bez razlike tijekom razdoblja
obrade (Tablica 5.1.). Stakori hranjeni HFD uz dodatak 13 cRA pokazali su veéi unos hrane u
usporedbi sa Zivotinjama koje su konzumirale samo HFD, bez statisticke znacajnosti (P = 0,14).
Skupina HFD+15 (13 cRA) pokazuje povecanje perigonadalnog (P = 0,007), retroperitonealnog (P
= 0,009) 1 visceralnog (P = 0,007) masnog tkiva te povecanje ukupne koli¢ine masnog tkiva 1
adipoznog indeksa (P < 0,001) u odnosu na STD+15 (13 cRA) (Tablica 5.1.). Razlika u indeksu
adipoznosti primije¢ena je 1 HFD+7,5 (13 cRA) skupine u odnosu na STD+15 (13 cRA) skupinu
(P =0,008) (Tablica 5.1.).
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Tablica 5.1. Analiza unosa hrane, vode 1 adipozni indeks Stakora hranjenih standardnom 1 visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis

retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Skupina?® Unos hrane Unos Perigonadalno Retroperitonealno Visceralno Adipozni
(g/danu) tekudine masno tkivo masno tkivo (% masno tkivo  indeks
(mL/danu) (% TM) T™) (% T™M) (%)
STD-C 21,69 (1,43) 36,03 (1,19) 1,04 (0,15) 1,09 (0,07) 0,99 (0,11) 3,12 (0,03)
STD+7,5 (13 cRA) 19,95 (1,38) 35,76 (1,91) 0,81 (0,03) 0,85 (0,06) 0,77 (0,04) 2,43 (0,02)
STD+15 (13 cRA) 16,94 (1,70) 34,92 (1,11) 0,72 (0,01) 0,75 (0,04) 0,68 (0,02) 2,15 (0,02)
HFD-C 18,45 (1,31) 28,99 (1,35) 1,28 (0,05) 1,45 (0,23) 1,39 (0,07) 4,12 (0,05)
HFD+7,5 (13 cRA) 19,73 (2,07) 30,37 (0,85) 1,37 (0,01) 1,55 (0,11) 1,49 (0,03) 4,41 (0,05)
HFD+15 (13 cRA) 21,90 (1,80) 30,02 (0,69) 1,52 (0,02) 1,72 (0,03) 1,65 (0,06) 4,89 (0,06)

2 Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa. Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene
su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA) u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30
dana. Visceralno, perigonadalno i retroperitonealno masno tkivo odstranjeno je tijekom zrtvovanja i izvagano. Adipozni indeks (%) izraCunat je koriStenjem
formule:

. .. retroperitonealno masno tkivo + visceralno masno tkivo + perigonadalno masno tkivo
Adipozni indeks (%) = [retrop 9) - (9)+ perig )
[tjelesna masa (g)]
i izrazen u postotku. Broj Stakora po skupini: 6. Rezultati su prikazani kao AS (SD).

1. 100 (2)

Kratice: STD — standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; TM — tjelesna masa; AS — aritmeticka
sredina; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija)
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5. REZULTATI

5.3. Relativna masa organa

Na Slici 5.2. prikazane su relativne mase pojedinih organa u odnosu na kona¢nu masu
Stakora. Na Slici 5(A) vidljivo je statisticki zna¢ajno smanjenje relativne mase srca u skupini
HFD+15 (13 cRA) u odnosu na STD-C (P = 0,002) i u odnosu na STD+15 (13 cRA) (P<0,001).
Relativna masa jetre takoder je smanjena u jedinki na HFD uz dodatak 13 cRA u obje koncentracije
(P =10,035, P =0,007) u odnosu na skupinu STD+7,5 (13 cRA). Relativna masa gonada prikazana
je na slici 5.2. (C), te je vidljivo znacajno smanjenje mase u HFD+15 (13 cRA) u odnosu na
STD+15 (13 cRA) (P<0,001). Najvise vrijednosti relativne mase jajnika i uterusa zabiljeZzene su u
skupini STD+15 (13 cRA). Relativna masa lijevog bubrega (Slika 5.2.(D)), lijevog femura (Slika
5.2.(E)) i slezene (Slika 5.2.(F)) najnize su u skupini HFD+15 (13 cRA).
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Slika 5.2. Relativna masa pojedinih organa Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom

hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; AS —
aritmeticka sredina; SD - standardna devijacija. A — relativna masa srca; B — relativna masa jetre; C — relativna masa
jajnika i maternice; D — relativna masa lijevog bubrega; E — relativna masa lijevog femura; F — relativna masa slezene.
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5.4. Oralni test tolerancije glukoze i glikemijske promjene

Mjerenje glukoze u plazmi Stakora nakon prekono¢nog gladovanja je Siroko prihvaceni
dijagnosticki kriterij za metabolicki sindrom i pretilost te sluzi kao “zlatni standard" za dijagnozu
poremecaja metabolizma glukoze. Oralni test tolerancije glukoze (OGTT, engl. oral glucose
tolerance test) je najCeSce koristeni test za procjenu homeostaze glukoze u glodavaca gdje se

gladovanjem Stakora preko noci postize povecanje osjetljivosti na inzulin (175).

OGTT prikazan je na slici 5.3. (A 1 B), a glikemijske promjene na slici 5.4. (A 1 B). Vidljivo
je da jedinke hranjene HFD imaju statisti¢ki znac¢ajno viSe vrijednosti glukoze u 0" minuti (P =
0,014; P =0,002). Takoder, jedinke na HFD uz dodatak 13 cRA u obje koncentracije (7,5 mg/kg i
15 mg/kg) u 120" minuti doseZu vise vrijednosti glukoze u odnosu na kontrolnu skupinu (P = 0,006;

P=0,003).
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Slika 5.3. Oralni test tolerancije glukoze Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom

uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). A — OGTT u
jedinki na standarnoj hrani. B — OGTT u jedinki na visokomasnoj hrani. Kratice: STD — standardna hrana; HFD —
visokomasna hrana; OGTT — oralni test tolerancije glukoze; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina;
AS — aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija.

Glikemijske promjene u jedinki prikazane su na Slici 5.4. (A i B). Uo€ljive su niZe
vrijednosti glukoze u jedinki na STD uz dodatak 13 cRA, za razliku od jedinki na HFD u 90" 1
120".
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5. REZULTATI

Slika 5.4. Glikemijske promjene Stakora hranjenih standardnom (A) i visokomasnom (B) hranom

uz dodatak 13 cis retinoic¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg 1 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; OGTT — oralni test tolerancije glukoze; 13 ¢cRA — 13 cis retinoi¢na
kiselina; C — kontrolna skupina; AS — aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija.
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5.5. Analiza hormona leptina i adiponektina

Pretilost karakterizira povecanje koli¢ine masnog tkiva, ne samo kao inertnog rezervoara
energije, nego i kao endokrinog organa koji proizvodi razli¢ite adipokine poput leptina,
adiponektina, adipsina, rezistina i otprilike 50 bioloski aktivnih proteina. Adiponektin i leptin su
najobilniji peptidi koje izlu¢uju adipociti i igraju srediSnju ulogu u bolestima povezanim s
pretilos¢u. Kako bismo razumjeli utjece 1i HFD samostalno ili u kombinaciji s 13 cRA na kontrolu
pretilosti i tjelesne mase, istrazili smo razinu leptina i adiponektina i lipidne parametre (TG, ukupnu
koncentraciju kolesterola [TC, engl. total cholesterol], lipoproteina visoke gusto¢e [HDL-c, engl.

high density lipoproteins] i LDL- c).

Analizom rezultata leptina u serumu Lewis Stakora nakon Zrtvovanja zabiljezenih u jutarnjim
satima (Slika 5.5.) vidljiv je porast koncentracije leptina u jedinki na HFD, kako u kontrolnoj
skupini, tako 1 u skupinama uz dodatak 13 cRA. Statisticki znacajan porast zabiljezen je u
skupinama HFD+7,5 (13 cRA) i HFD+15 (13 cRA) u odnosu na STD-C (P = 0,023). Najnize
vrijednosti leptina zabiljezene su u skupini STD+15 (13 cRA).
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Slika 5.5. Serumska koncentracija hormona leptina Stakora hranjenih standardnom i

visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kgi 15 mg/kg tijekom 30 dana. Mjerenja su provedena u jutarnjim satima. Rezultati
su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD — standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na
kiselina; C — kontrolna skupina; AS — aritmeti¢ka sredina; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija).
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Serumska vrijednost adiponektina u Stakora soja Lewis hranjenih standardnom i
visokomasnom hranom, uz dodatak 13 cRA u dvije koncentracije prikazana je na Slici 5.6.
Najnize vrijednosti adiponektina zabiljezene su u skupini HFD+7,5 (13 cRA), §to je 1 statisticki
znacajno u odnosu na STD-C (P = 0,046).
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Slika 5.6. Serumska koncentracija hormona adiponektina Stakora hranjenih standardnom 1
visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc
testa. Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz
dodatak 13 cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Mjerenja su provedena u jutarnjim
satima. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD — standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA
— 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; AS (SD) — aritmeti¢ka sredina (standardna devijacija).

5.6. Lipidogram

Najznacajniji ¢imbenik koji pridonosi dislipidemiji povezanoj s pretilosti je nekontrolirano
oslobadanje FFA iz masnog tkiva, osobito visceralnog masnog tkiva, pomocu lipolize, $to uzrokuje
povecano nakupljanje masnih kiselina u jetri i sintezu lipoproteina vrlo niske gustoce, dok
hipertrigliceridemija moze biti glavni uzrok ostale dislipidemije $to vodi odgodenom uklanjanju

lipoproteina bogatih trigliceridima 1 stvaranja LDL-a. Koncentracije TC, TG, HDL-c i LDL-c u
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serumu analizirane su kako bi se utvrdio dislipidemijski u¢inak 13 cRA kod Stakora hranjenih STD
ili HFD. Lipidogram je prikazan u Tablici 5.2. 1 5.3. Vidljiv je statisticki znacajan porast
koncentracije LDL-a u jedniki na STD, u ovisnosti o primjeni 13 cRA (P = 0,008; P = 0,021).
Koncentracija HDL-c se smanjuje u ovisnosti o primjeni 13 cRA 1 u jedinki na visokomasnoj hrani,
uz zabiljezenu statisticki znacajnu razliku u STD+7,5 (13 cRA) i STD+15 (13 cRA) u odnosu na
STD-C (P =0,015; P <0,001). Vrijednosti TC povecale su se u jedniki na HFD, kao i vrijednosti
TG, sa statisticki zna¢ajnom razlikom u HFD+15 (13 cRA) u odnosu na STD-C (P < 0,001).
Vrijednosti VLDL-c rasle su u ovisnosti o primjeni 13 cRA u jedinki na STD, kao u i jedinki na
HFD, uz zabiljezenu statisticki znacajnu razliku u skupinama HFD+7,5 (13 cRA) (P = 0,023) 1
HFD+15 (13 cRA) (P =0,007) u odnosu na STD-C.
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Tablica 5.2. Analiza lipida (kolesterola, triglicerida, lipoproteina visoke gustoce) u krvi Stakora

hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

LIPIDOGRAM (AS (SD))
Skupina? AS (SD) p* p**
STD-C 1,33 (0,02) - 0,165
STD+7,5 (13 cRA) 1,27 (0,04) 1 0,002
STD+15 (13 cRA) 1,31 (0,04) 1 0,008
TC (mmol/L)
HFD-C 1,51 (0,03) 0,166 -
HFD+7,5 (13 cRA) 1,45 (0,04) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 1,57 (0,08) 0,025 1
STD-C 0,81 (0,02) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 1,12 (0,06) 1 1
STD+15 (13 cRA) 0,53 (0,03) 1 0,458
TG (mmol/L)
HFD-C 1,04 (0,11) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 1,41 (0,05) 0,620 1
HFD+15 (13 cRA) 1,91 (0,03) <0,001 0,045
STD-C 0,49 (0,11) - 0,145
STD+7,5 (13 cRA) 0,28 (0,01) 0,150 1
HDL-c STD+15 (13 cRA) 0,22 (0,03) <0,001 0,569
(mmol/L) HFD-C 0,31 (0,07) 0,145 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,38 (0,05) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 0,38 (0,05) 1 1

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). P — statisticki
znadajna razlika u odnosu na STD-C; P*” - statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na HFD-C. Kratice: STD — standardna
hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; AS — aritmetic¢ka sredina;
AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija), TC — ukupni kolesterol ; TG — trigliceridi ; HDL-c — serumska
koncentracija lipoproteina visoke gustoce
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Tablica 5.3. Analiza lipida (lipoproteina niske gustoce i lipoproteina vrlo niske gustoce) u krvi

Stakora hranjenih standardnom 1 visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13

cRA).

LIPIDOGRAM (AS (SD))
Skupina® AS (SD) P* P+
STD-C 0,50 (0,09) - 0,126
STD+7,5 (13 cRA) 1 (0,24) 0,008 1
LDL-c (mmol/L) STD+15 (13 ¢cRA) 0,85 (0,12) 0,021 1
HFD-C 0,80 (0,09) 0,126 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,59 (0,08) 1 0,624
HFD+15 (13 cRA) 0,40 (0,17) 1 0,017
STD-C 0,10 (0,01) - 0,574
STD+7,5 (13 cRA) 0,16 (0,01) 1 0,723
VLDL-c STD+15 (13 cRA) 0,20 (0,03) 0,650 1
(mmol/L) HFD-C 0,22 (0,02) 0,790 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,28 (0,01) 0,023 1
HFD+15 (13 cRA) 0,38 (0,05) 0,007 1

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). P" — statisti¢ki
znadajna razlika u odnosu na STD-C; P™* - statisti¢ki znatajna razlika u odnosu na HFD-C Kratice: STD - standardna
hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; AS — aritmeti¢ka sredina;
AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija); LDL-c — serumska koncentracija lipoproteina niske gustoce;

VLDL-c - serumska koncentracija lipoproteina vrlo niske gustoce.
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5. REZULTATI

Pretilost je povezana s povecanim rizikom od koronarne sréane bolesti, dijelom i zbog jake

povezanosti s aterogenom dislipidemijom, koju karakteriziraju visoke vrijednosti TG 1 niski HDL.

Analizom rezultata AIP, AC i CRR prikazanih na Slici 5.7., 5.8., 5.9. vidljiv je statisticki znacajan

porast vrijednosti navedenih parametara u skupina na HFD i uz dodatak 13 cRA, uz zabiljezeno

statisticki znac¢ajno povecanje u STD+7,5 (13 cRA), HFD+7,5 (13 cRA) i HFD+15 (13 cRA) u

odnosu na kontrolnu skupinu STD-C.
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Slika 5.7. Aterogeni indeks Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz dodatak 13

cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; AIP —
aterogeni indeks; AS — aritmetic¢ka sredina; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija).
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Slika 5.8. Aterogeni koeficijent Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz

dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoic¢na kiselina; C — kontrolna skupina; AS —
aritmeti¢ka sredina; AC — aterogeni koeficijent; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija).
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Slika 5.9. Kardijalni rizik Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz dodatak 13

cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; CRR —

kardijalni rizik; AS — aritmeticka sredina; AC — aterogeni koeficijent; AS (SD) — aritemeticka sredina (standardna
devijacija).

Vrijednosti CPI prikazane su na Slici 5.10. Zapazeno je statisticki znacajno smanjenje CPI
u skupinama HFD-C (P <0,001), HFD+7,5 (13 cRA) (P =0,019) i HFD+15 (13 cRA) (P =0,017)

u odnosu na kontrolnu skupinu STD-C.

63



5. REZULTATI

P=0.017

Kardioprotektivni indeks (CPI)

0.8
0.6
0.4
- I
RCCCRRRRNNAN [l vy
0.2 NSSCRRURRRRN B ATaTaTavava

A R [l Ayarayayaya
SOCCRRURRRRN [ ATraravam

IR [l A e
............ LA N WLy

STD-C  STD+ S ~ HFD-C HFD+7.5 HFD+15
(13cRA) (13cRA) (13cRA) (13cRA)

Slika 5.10. Kardioprotektivni indeks Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz
dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD

— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; CPI —
kardioprotektivni indeks; AS — aritmeticka sredina; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija).

Omjer TG/HDL-c koristi se kao surogatni pokazatelj inzulinske rezistencije gdje prema
najnovijoj literaturi (176) omjer TG/HDL-C moze biti pokazatelj kardio-metabolickog rizika i
kardiovaskularnih bolesti. Koristi se i kao parametar u hipertenzivnih ispitanika (177), prediktor
kontrole glikemije u jedinki normalne tjelesne mase, ali i kod prekomjerne mase i pretilih bolesnika
1 zivotinja. Podaci omjera TG/HDL-c prikazani su na Slici 5.11. gdje je zabiljezen najveéi omjer
navedenih parametara u jedinki na HFD, kako u kontrolnoj, tako i onim skupinama kojima je
dodana 13 cRA u obje koncentracije, sa statisticki znacajnom razlikom u odnosu na STD-C (P <
0,001). U skupini HFD+15 (13 cRA) statisticka je znacajnost zabiljezena i u odnosu na STD+7,5
(13 cRA) (P =0,004) i STD+15 (13 cRA) (P =0,035).
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Slika 5.11. Omjer TG/HDL-c u S$takora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz
dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg 1 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; TG —

trigliceridi; HDL-¢ — lipoproteinini visoke gusto¢e; AS — aritmeticka sredina; AS (SD) — aritmeticka sredina
(standardna devijacija).

5.8. Analiza upalnih citokina

Za masno je tkivo karakteristicna infiltracija nekoliko vrsta stanica imunoloskog sustava,
poput monocita, neutrofila, Thl 1 Th17 limfocita i M1 (protuupalnih) makrofaga ¢iji udio u
pretilosti moze biti 1 do 40 % (74). Pojacano izlucivanje FFA, zasi¢enih masnih kiselina 1
oksidiranih LDL-c te LPS-a promjenom crijevne mikroflore aktivira miruju¢e makrofage i

adipocite §to moze pojacati izlu¢ivanje proupalnih citokina i kemokina.

U Tablicama 5.4., 5.5., 1 5.6. prikazane su vrijednosti citokina koji sudjeluju u upalnom
odgovoru. Za istaknuti je porast serumske koncentracije IL-6, IL-1B, IFN-y u jedinki na
visokomasnoj hrani, kako u kontrolnoj tako i u skupinama kojima je dodana 13 cRA u obje

koncentracije. U istim se skupinama biljezi porast IL-10 koji pripada Th2 upalnom odgovoru.
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Tablica 5.4. Serumska analiza upalnih citokina (interleukin 1o, interleukin 18, interleukin 2,
interleukin 4) Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne

kiseline (13 cRA).
CITOKINI

Skupina® AS (SD) p* p**
STD-C 0,16 (0,02) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 0,26 (0,002) 1 0,246
STD+15 (13 cRA) 0,20 (0,002) 1 1
IL-1a (pg/mL)
HFD-C 0,11 (0,012) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,10 (0,002) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 0,11 (0,005) 1 1
STD-C 0,12 (0,012) - 0,682
STD+7,5 (13 cRA) 0,08 (0,001) 1 0,077
STD+15 (13 cRA) 0,07 (0,002) 1 0,005
IL-18 (pg/mL)
HFD-C 0,26 (0,005) 0,682 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,26 (0,03) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 0,25 (0,002) 1 1
STD-C 0,12 (0,003) - 0,104
STD+7,5 (13 cRA) 0,08 (0,002) 1 1
STD+15 (13 cRA) 0,08 (0,001) 1 1
IL-2 (pg/mL)
HFD-C 0,02 (0,001) 0,104 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,02 (0,002) 0,021 1
HFD+15 (13 cRA) 0,02 (0,002) 0,003 1
STD-C 0,10 (0,004) - 0,077
STD+7,5 (13 cRA) 0,04 (0,008) 1 0,861
STD+15 (13 cRA) 0,03 (0,002) 1 1
IL-4 (pg/mL)
HFD-C 0,01 (0,001) 0,077 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,01 (0,002) 0,056 1
HFD+15 (13 cRA) 0,01 (0,001) 0,001 1

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). P" — statisti¢ki
znadajna razlika u odnosu na STD-C; P** - statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na HFD-C Kratice: STD — standardna
hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; IL-1a interleukin 1 alfa;
IL-1B interleukin 1 beta; IL-2 — interleukin 2, IL-4 — interleukin 4, AS — aritmeticka sredina; SD — standardna
devijacija.
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Tablica 5.5. Serumska analiza upalnih citokina (interleukin 6, interleukin 10, interleukin 12,
interleukin 13) Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis

retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

CITOKINI

Skupina® AS (SD) p* | il
STD-C 0,15 (0,003) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 0,10 (0,0006) 1 0,140
STD+15 (13 cRA) 0,10 (0,002) 1 0,417
IL-6 (pg/mL)
HFD-C 0,41 (0,049) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,41 (0,023) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 0,57 (0,055) 0,246 1
STD-C 0,33 (0,005) - 0,683
STD+7,5 (13 cRA) 0,30 (0,002) 1 0,077
STD+15 (13 cRA) 0,25 (0,001) 1 0,005
IL-10 (pg/mL)
HFD-C 0,38 (0,024) 0,683 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,37 (0,001) 0,683 1
HFD+15 (13 cRA) 0,36 (0,001) 1 1
STD-C 0,10 (0,003) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 0,07 (0,001) 0,077 1
STD+15 (13 cRA) 0,04 (0,004) < 0,001 0,140
IL-12 (pg/mL)
HFD-C 0,08 (0,004) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,08 (0,005) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 0,07 (0,0006) 0,077 1
STD-C 0,08 (0,012) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 0,07 (0,008) 0,683 1
STD+15 (13 cRA) 0,03 (0,001) < 0,001 0,417
IL-13 (pg/mL)
HFD-C 0,07 (0,002) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,07 (0,003) 0,683 1
HFD+15 (13 cRA) 0,07 (0,005) 0,417 1

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). P — statisticki
znadajna razlika u odnosu na STD-C; P** - statisti¢ki znadajna razlika u odnosu na HFD-C; IL (6, 10, 12, 13) —
interleukin (6, 10, 12, 13); AS — aritmeticka sredina; SD — standardna devijacija.
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Tablica 5.6. Serumska analiza upalnih citokina (interferon y, ¢imbenik tumorske nekroze a,
¢imbenik stimulacije granulocitno—makrofagnih kolonija) Stakora hranjenih standardnom i

visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

CITOKINI Skupina? AS (SD) P* P
STD-C 0,12 (0,003) - 0,417
STD+7,5 (13 cRA) 0,07 (0,003) 1 0,041
STD+15 (13 cRA) 0,04 (0,003) 1 0,002
IFN-y (pg/mL)
HFD-C 0,29 (0,024) 0,417 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,28 (0,012) 1 1
HFD+15 (13 ¢cRA) 0,25 (0,01) 1 1
STD-C 0,27 (0,023) - 0,077
STD+7,5 (13 cRA) 0,14 (0,002) 1 0,683
STD+15 (13 cRA) 0,11 (0,002) 1 1
TNF-a (pg/mL)
HFD-C 0,06 (0,011) 0,077 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,07 (0,002) 0,077 1
HFD+15 (13 cRA) 0,05 (0,001) < 0,001 1
STD-C 0,13 (0,003) - 0,139
STD+7,5 (13 cRA) 0,23 (0,016) 1 0,139
STD+15 (13 cRA) 0,07 (0,009) 1 1
GM-CSF (pg/mL)
HFD-C 0,02 (0,006) 0,139 -
HFD+7,5 (13 cRA) 0,03 (0,002) 0,417 1
HFD+15 (13 cRA) 0,01 (0,002) 0,004 1

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). P* — statisti¢ki
znadajna razlika u odnosu na STD-C; P** - statisticki znacajna razlika u odnosu na HFD-C. IFN-y — interferon gama;
GM-CSF - ¢imbenik stimulacije granulocitno—makrofagnih kolonija; AS — aritmeticka sredina; SD — standardna
devijacija.

5.9. Analiza aktivnosti dusikovog oksida

NO moze biti vazan pokazatelj upale, oksidacijskog stresa, ali i polarizacije makrofaga u M1

fenotip dok prema Fujita i sur. (178) mjerenje razine metabolita NO (nitrata/nitrita) u serumu moze
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biti jednostavna, sigurna, prikladna i pouzdana metoda za procjenu nakupljanja visceralne masti u

klinickom dijagnostickom pregledu.

Na Slici 5.12. (A) vidljiv je porast serumske aktivnosti NO u jedinki na HFD uz dodatak 13
cRA, sa zabiljeZenom statisti¢ki znacajnom razlikom u skupini HFD+15 (13 cRA) u odnosu na

STD-C, STD+7,5 (13 cRA) i STD+15 (13 cRA) (P = 0,022; P = 0,01; P = 0,032).

Na Slici 5.12. (B) vidljiv je porast bubrezne aktivnosti NO u jedinki na HFD uz dodatak 13
cRA, sa zabiljezenom statisti¢ki zna¢ajnom razlikom u skupini HFD+15 (13 cRA) u odnosu na
STD+15 (13 cRA) (P =0.005). Najnize vrijednosti aktivnosti NO u tkivu bubrega zabiljezene su u
skupini STD+15 (13 cRA).

Na Slici 5.12. (C) vidljiv je porast aktivnosti NO u jedinki na HFD uz dodatak 13 cRA, sa
zabiljeZenom statisticki zna¢ajnom razlikom u skupini HFD+7,5 (13 cRA) u odnosu na STD+7,5
(13 cRA) (P =0,014) i HFD+15 (13 cRA) u odnosu na STD-C (P < 0,001), HFD-C (P = 0,009) i
STD+7,5 (13 cRA) (P < 0,001). Najnize vrijednosti aktivnosti NO u tkivu jetre zabiljezene su u
skupini STD+7,5 (13 cRA).
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Slika 5.12. Aktivnost NO u serumu (A), bubregu (B) 1 jetri (C) Stakora hranjenih standardnom 1 visokomasnom hranom uz dodatak 13
cis retinoic¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa. Zenke §takora soja Lewis (n = 6) hranjene su
standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13 cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao
AS (SD). Kratice: STD — standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; NO — dusik oksid; AS —
aritmeticka sredina; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija).
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5. REZULTATI

5.10. Analiza aktivnosti arginaze

Analizom serumske koncentracije arginaze (Slika 5.13 (A)) utvrdeno je smanjenje
vrijednosti iste u jedinki na HFD, uz statisticki znacajnu razliku u skupinama HFD+7,5 (13 cRA)
u odnosu na STD-C (P = 0,007). Vrijednosti arginaze u skupini STD+15 (13 cRA) su poviSene i u
odnosu na HFD+7,5 (13 cRA) (P <0,001).

Analizom bubrezne aktivnosti arginaze (Slika 5.13. (B)) utvrdeno je blago smanjenje

vrijednosti iste u jedinki na HFD, bez zabiljezene statisticki znacajne razlike.
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Slika 5.13. Aktivnost arginaze u serumu (A) i bubregu (B) Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis

retinoic¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa. Zenke §takora soja Lewis (n = 6) hranjene su
standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13 cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao
AS ( SD. Kratice: STD — standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; AS — aritmeticka sredina; AS
(SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija).
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5. REZULTATI

5.11. Hematolo$ka analiza krvi

Znacajka je pretilosti proupalno stanje te oslobadanje brojnih posrednika upale od strane
masnog tkiva koji su odgovorni za metabolicki sindrom povezan s pretilos¢u. Ti posrednici mogu
izazvati znacCajne promjene u hematoloskim parametrima povezanim s upalom. Temeljem toga
istrazili smo povezanost izmedu pretilosti i broja leukocita kao prediktora metabolickog sindroma
u pretilih Stakora. Nakon 60 dana obrade Stakora STD i HFD, te 13 cRA u dvije razlicite
koncentracije, jedinkama je analizirana krv. Ispitani su parametri: Hgb, H, MCV, MCH, MCHC,

RDW, ukupni leukociti te diferencijalna krvna slika (neutrofili i limfocti).

U Tablici 5.7. vidljivo je da se broj eritrocita, Hbg, H, MCV, MCH, MCHC i RDW-a nije

znacajnije mijenjao medu skupinama, ovisno o nacinu hranjenja zivotinja i primjeni 13 cRA.
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~ Tablica 5.7. Analiza hematoloSkih pokazatelja (broj eritrocita, hemoglobin, hematokrit, indeksi eritrocita) u krvi Stakora hranjenih ¢,

standardnom 1 visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

HEMATOLOSKI PARAMETRI (AS (SD))

Eritrociti

Skupina? (*10'%/L) Hbg (g/L) H (%) MCV (fL) MCH (pg) MCHC (g/L) RDW (%)

STD-C 7,82 (0,65) 150,33 (9) 41,33 (3,14) 52,00 (1,15) 19,00 (1,15) 362,50 (7,51) 13,50 (0,58)
STD+7,5 (13 cRA) 7,25 (0,13) 141,50 (0,58) 38,50 (0,58) 53,25(0,96) 19,25(0,96) 363,00 (1,15) 13,75 (0,96)
STD+15 (13 cRA) 7,25 (0,22) 141,33 (2,25) 38,33 (1,37) 52,83 (0,75) 19,33(0,82) 361,00 (9,47) 13,67 (0,82)
HFD-C 7,88 (0,22) 156,67 (6,25) 42,00 (1,1) 51,67 (1,37) 19,17 (0,75) 362,67 (13,43) 14,00 (0,89)
HFD+7,5 (13 cRA) 7,67 (0,58) 150,00 (7,8) 40,67 (3,14) 53,17 (0,75) 19,00 (0,89) 370,67 (10,17) 13,67 (0,82)
HFD+15 (13 cRA) 7,60 (0,09) 152,00 (1,79) 41,00 (0,89) 52,67 (0,82) 18,83 (0,75) 356,00 (6,26) 13,67 (0,82)

2 Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa. Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su
standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13 cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao
AS (SD). Kratice: STD — standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; MCV - prosje¢ni volume
eritrocita, MCH - prosjecna koli¢ina hemoglobina u eritrocitima, MCHC - prosje¢na koncentracija hemoglobina u eritrocitima, RDW - raspodjela eritrocita prema
veli¢ini; AS — aritmeti¢ka sredina; AS (SD) — aritmetic¢ka sredina (standardna devijacija)
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5. REZULTATI

U Tablici 5.8. vidljivo je povecanje broja trombocita u ovisnosti o primjeni 13 cRA kod
jedinki na STD, bez zabiljezene statisticki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu. HFD
takoder uzrokuje porast broja trombocita, bez statisticki znacajne razlike, a primjena 13 cRA u dozi
u jedinki na HFD dovodi do pada broja trombocita, Sto je statisticki znac¢ajno u odnosu na HFD-C

(P = 0,009; P = 0,007).

U Tablici 5.8. takoder, jasno je istaknuta leukocitoza i neutrofilija u odnosu na kontrolnu
skupinu u jedinki na HFD, izraZenije uz povecanje doze primjenjene 13 cRA. Statisticki znacajna
neutrofilija zabiljezena je u skupini HFD+15 (13 cRA) u odnosu na STD-C (P = 0,034). Broj

limfocita nije se znacajnije mijenjao po skupinama.
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Tablica 5.8. Analiza hematoloskih pokazatelja (trombocita, leukocita i diferencijalne krvne slike) u krvi §takora hranjenih standardnom

1 visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

HEMATOLOSKI PARAMETRI (AS (SD))

Trombociti Leukociti Neutrofili Limfociti

Skupina® (¢ 10°/L) MPYV (fL) (*10°/L) (%) (%)

STD-C 582,00 (41,57) 8,00 (0,82) 6,13 (0,14) 19,33 (6,71) 70,67 (14,76)
STD+7,5 (13 cRA) 624,50 (8,66) 8,25 (1,26) 6,00 (0,14) 18,50 (7,51) 79,50 (8,66)
STD+15 (13 cRA) 693,00 (45,15) 8,83 (0,98) 6,00 (0,09) 14,00 (5,87) 86,00 (5,87)
HFD-C 674,33 (9.4) 9,67 (1,86) 7,48 (0,5) 25,00 (3,9) 74,00 (3,22)
HFD+7,5 (13 cRA) 563,33 (42,49) 8,00 (0,89) 7,60 (0,48) 25,00 (3,22) 74,67 (3,39)
HFD+15 (13 cRA) 568,00 (14,39) 8,50 (0,55) 7,82 (0,3) 36,33 (7,23) 77,33 (6,71)
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2 Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa. Zenke §takora soja Lewis (n = 6) hranjene su
standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13 cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao
AS (SD). Kratice: STD — standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 ¢cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; MPV — prosje¢an volumen
trombocita; AS — aritmeticka sredina; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija)



5. REZULTATI

5.12. Biokemijska analiza krvi

Biokemijska analiza seruma iz krvi Stakora pokazala je znacajne razlike u koncentraciji
enzima 1 proteina izmedu zivotinja s razliitim tretmanom (Tablica 5.9. 1 Tablica 5.10.). Vidljivo
je smanjenje koncentracije ALB u jedinki kojima je dodana 13 cRA, kako na STD, tako i na HFD,
a statisticki znac¢ajna razlika uocena je u STD+7,5 (13 cRA) 1 STD+15 (13 cRA) u odnosu na STD-
C (P =0,003; P =0,002), te u skupinama STD+7,5 (13 cRA) i STD+15 (13 cRA) u odnosu na
HFD-C (P = 0,039; P = 0,027). Vrijednosti ALP nisu pokazale statisti¢ki zna¢ajne razlike medu
skupinama, ali je vidljiv porast vrijednosti ALP u ovisnosi o primjeni 13 cRA, kako u STD tako i
u HFD skupini. Vrijednosti AMY pokazuju statisti¢ki znacajan porast u HFD+15 (13 cRA) u
odnosu na STD-C (P = 0,005). TP pokazuju trend pada u ovisnosti o nacinu ishrane i primjenjenoj
dozi 13 cRA, sa zabiljeZenom statisticki zna¢ajnom razlikom u HFD+15 (13 cRA) u odnosu na
STD-C (P =0,022). ZabiljeZen je statisti¢ki znacajan pad koncentracije globulina u jedinki na HFD
uz dodatak 13 cRA u obje koncentracije (P = 0,022; P = 0,032) u odnosu na kontrolnu skupinu
STD-C. Vrijednost enzima ALT povecavala se u ovisnosti o primjeni 13 cRA, kako u standardno
hranjenih Zivotinja, tako i u jedinki na HFD, sa zabiljezenom statisticki zna¢ajnom razlikom u

skupini STD+15 (13 cRA) (P <0,001) i HFD+15 (13 cRA) (P =0,022) u odnosu na STD-C.

Biokemijska analiza seruma iz krvi §takora koja prikazuje razlike u koncentraciji iona i
metabolita izmedu zivotinja s razliitim tretmanom vidljive su u Tablici 5.11. 1 5.12. ZabiljeZen je
statisticki znacajan porast koncentracije Ca’>" u skupinama HFD+7,5 (13 cRA) (P = 0,002) i
HFD+15 (13 cRA) (P < 0,001) u odnosu na STD-C. Koncentracija Na" i K smanjila se u jedinki
na HFD, uz statisticki zna¢ajnu razliku u HFD+7,5 (13 cRA) u odnosu na STD-C (P = 0,022) kod
koncentracije Na* i u skupini HFD+15 (13 cRA) u odnosu na STD-C (P < 0,001) kod koncentracije
K". BUN je statisticki znacajno smanjen u HFD+7,5 (13 cRA) i HFD+15 (13 cRA) (P <0,001) u
odnosu na STD-C. PHOS, CRE i TBIL nisu pokazali statisticki znacajnu razliku medu skupinama.
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5. REZULTATI

Tablica 5.9. Analiza biokemijskih pokazatelja (albumini, alkalna fosfataza, amilaza, ukupni
proteini) Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne
kiseline (13 cRA).

Skupina® AS (SD) P* pr
STD-C 53,00 (3,10) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 45,33 (2,58) 0,003 0,039

ALB (g/L)  STD+15 (13 cRA) 4433 (3,14) 0,002 0,027
HFD-C 52,33 (3,72) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 51,00 (1,07) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 51,13 (4,67) 1 1
STD-C 181,00 (32,30) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 204,17 (8,42) 1 0,560
STD+15 (13 cRA) 210,00 (25,65) 1 0,239

ALP (U/L)
HFD-C 177,83 (22,68) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 178,75 (3,49) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 204,00 (41,11) 1 1
STD-C 576,17 (20,54) - 0,426
STD+7,5 (13 cRA) 583,50 (31,43) 1 1
STD+15 (13 cRA) 613,67 (25,13) 0,728 1

AMY (U/L)
HFD-C 616,33 (12,60) 0,426 -
HFD+7,5 (13 cRA) 634,25 (31,06) 0,066 1
HFD+15 (13 cRA) 654,25 (28,71) 0,005 1
STD-C 67,00 (5,59) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 67,83 (1,17) 1 1
STD+15 (13 cRA) 64,33 (2,58) 1 1

TP (g/L)

HFD-C 65,67 (2,73) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 64,75 (1,39) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 59,75 (3,33) 0,022 0,092

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; ALB —
albumini; ALP — alkalna fosfataza; AMY — amilaza; TP — ukupni proteini; AS (SD) — aritmeti¢ka sredina (standardna

devijacija).
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Tablica 5.10. Analiza biokemijskih pokazatelja (globulini, alanin aminotransferaza) Stakora
hranjenih standardnom i visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Skupina® AS (SD) p* p
STD-C 15,67 (1,86) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 17,33 (2,25) 1 1
GLOB
STD+15 (13 cRA) 18,67 (4,50) 1 0,066
(g/L)
HFD-C 13,67 (1,86) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 6,50 (1,60) 0,220 1
HFD+15 (13 cRA) 6,25 (1,39) 0,032 1
STD-C 32,67 (2,25) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 37,00 (2,10) 1 1
ALT STD+15 (13 cRA) 41,33 (1,37) <0,001 0,066
(U/L) HFD-C 35,00 (1,79) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 37,50 (2,88) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 39,75 (2,82) 0,046 0,936

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; GLOB —
globulini; ALT — alanin aminotransferaza; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija).
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Tablica 5.11. Analiza biokemijskih pokazatelja (ioni) Stakora hranjenih standardnom i
visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Skupina® AS (SD) p pi
STD-C 2,41 (0,02) - 0,728
STD+7,5 (13 cRA) 2,45 (0,02) 1 1
(mrcnflJr/L) STD+15 (13 cRA) 2,52 (0,05) 0,728 1
HFD-C 2,54 (0,04) 0,728 -
HFD+7,5 (13 cRA) 2,57 (0,09) 0,002 0,728
HFD+15 (13 cRA) 2,82 (0,28) < 0,001 0,320
STD-C 1,92 (0,09) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 1,84 (0,11) 1 1
PHOS  STD+15 (13 cRA) 1,79 (0,24) 1 1
(mmol/L) HFD-C 1,94 (0,15) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 1,89 (0,12) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 1,91 (0,14) 1 1
STD-C 134,00 (1,55) - 0,066
STD+7,5 (13 cRA) 134,67 (225) 1 0,066
Na* STD+15 (13 cRA) 132,67 (1,86) 1 1
(mmol/L) HFD-C 131,67 (0,52) 0,066 -
HFD+7,5 (13 cRA) 131,25 (0,89) 0,022 1
HFD+15 (13 cRA) 132,00 (1,07) 0,239 1
STD-C 5,43 (0,41) - 0,369
STD+7,5 (13 cRA) 4,77 (0,23) 0,827 1
STD+15 (13 cRA) 4,53 (0,36) 0,066 1
K* (mmol/L)
HFD-C 4,77 (0,49) 0,369 -
HFD+7,5 (13 cRA) 4,70 (0,20) 0,176 1
HFD+15 (13 cRA) 4,40 (0,20) <0,001 0,277

#Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; Ca?" -
kalcij; PHOS — fosfati; Na* - natrij, K* - kalij; AS — aritmeti¢ka sredina; AS (SD) — aritmeti¢ka sredina (standardna
devijacija).

80



5. REZULTATI

Tablica 5.12. Analiza biokemijskih pokazatelja (metaboliti) Stakora hranjenih standardnom i

visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Skupina® AS (SD) P* p*
STD-C 32,33 (524) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 37,00 (2,68) 1 0,827
CRE STD+15 (13 cRA) 39,00 (2,68) 0277 0,109
(umol/L)  ypp_c 3233(423) 1 i
HFD+7,5 (13 cRA) 35,25 (3.81) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 36,25 (4,62) 1 1
STD-C 5,00 (0,01) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 5,00 (0,01) 1 1
TBIL STD+15 (13 cRA) 5,00 (0,01) 1 1
(nmol/L)  HFD-C 5,00 (0,01) 1 -
HFD+7,5 (13 cRA) 5,00 (0,01) 1 1
HFD+15 (13 cRA) 5,50 (0,05) 1 1
STD-C 5,97 (0,40) - 1
STD+7,5 (13 cRA) 5,57 (0,58) 1 1
BUN STD+15 (13 cRA) 4,70 (0,18) 1 1
(mmol/L) HFD-C 5,40 (1.01) 0,426 -
HFD+7,5 (13 cRA) 3,95 (0,51) 1 0,128
HFD+15 (13 cRA) 4,03 (0,35) < 0,001 0,128

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; CRE —
kreatinin; TBIL — ukupni bilirubin; BUN — dusik urea u krvi; AS (SD) — aritmetic¢ka sredina (standardna devijacija).
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5.13.Parametri oksidacijskog stresa

5.13.1. Mjerenje aktivnosti katalaze u uzorcima tkiva bubrega i jetre

Nepravilna proizvodnja adipokina kod pretilosti inducira proizvodnju ROS-a, ali veza
izmedu promjena u razini adipokina i oksidacijskog stresa ostaje nejasna. Kako bismo istrazili
odnos izmedu razine adipokina u krvi i biljega oksidacijskog stresa, istrazivali smo uc¢inak 13 cRA

na biljege oksidacijskog stresa bubrega i jetre kod Stakora hranjenih STD ili HFD.

Analizom rezultata CAT u tkivu bubrega (Slika 5.14 (A)) vidljiv je porast koncentracije iste
u jedinki na HFD, uz statisticki znacajnu razliku u skupinama HFD+7,5 (13 cRA) i HFD+15 (13
cRA) u odnosu na STD+7,5 (13 cRA) (P = 0,023; P = 0,004). Vrijednosti katalaze u skupini
HFD+15 (13 cRA) statistic¢ki su povisene i u odnosu na STD-C (P = 0,025) i STD+15 (13 cRA) (P
=0,029).

Analizom rezultata CAT u tkivu jetre (Slika 5.14 (B)) vidljiv je porast koncentracije iste u
jedinki na HFD, uz statisticki znacajnu razliku u skupinama HFD+7,5 (13 cRA) i HFD+15 (13
cRA) u odnosu na STD+7,5 (13 cRA) (P=0,011; P <0,001). Vrijednosti CAT u skupini HFD+15
(13 cRA) statisticki su povisene 1 u odnosu na STD+15 (13 cRA) (P <0,001).
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Slika 5.14. Koncentracija katalaze u bubregu (A) i jetri (B) Stakora hranjenih standardnom i

visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; CAT -
katalaza; AS (SD) — aritmeti¢ka sredina (standardna devijacija).
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5.13.2. Mjerenje lipidne peroksidacije u uzorcima tkiva bubrega i jetre

Rezultati lipidne peroksidacije u tkivu bubrega prikazane su na Slici 5.15. (A). Vidljiv je
statistiCki znacajan porast MDA, koji je biljeg lipidne peroksidacije, u jedinki na HFD uz dodatak
13 cRA u dozi od 7,5 mg/kg (P =0,039) 1 15 mg/kg (P <0,001) u odnosu na STD+7,5 (13 cRA).
U skupini HFD+15 (13 cRA) statisticki znacajan porast vidljiv je i u odnosu na STD-C (P = 0,007)
1 STD+15 (13 cRA) (P <0,001).

Rezultati lipidne peroksidacije u tkivu jetre prikazani su na Slici 5.15. (B).Vidljiv je
statisti¢ki znaCajan porast lipidne peroskidacije u jedinki na HFD, uz zabiljeZenu statisticki
znacajnu razliku u HFD-C 1 HFD+15 (13 cRA) u odnosu na STD-C (P =0,011; P =0,002). Takoder
je zabiljezen statisticki znacajan porast MDA u skupinama HFD+7,5 (13 cRA) (P = 0,041) 1
HFD+15 (13 cRA) (P <0,001) u odnosu na STD+7,5 (13 cRA).
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Slika 5.15. Koncentracija malondialdehida u bubregu (A) i jetri (B) Stakora hranjenih standardnom

1 visokomasnom hranom, uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA) u dvije koncentracije: 7,5

mg/kg i 15 mg/kg.

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). Kratice: STD
— standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 ¢cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina; MDA -
malondialdehid; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija).
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5.13.3. Mjerenje ukupnog glutationa u uzorcima tkiva bubrega i jetre

Rezultate mjerenja koncentracije GSH u tkivu bubrega prikazuje Slika 5.16 (A). Statisticki
znacajan porast GSH vidljiv je u HFD+7,5 (13 cRA) i HFD+15 (13 cRA) u odnosu na STD+7,5
(13 cRA) (P <0,001; P=0,021). Najnize vrijednosti GSH su zabiljezene u STD+15 (13 cRA), Sto
je statisticki znac¢ajno u odnosu na HFD+7,5 (13 cRA) (P <0,001).

Rezultate mjerenja koncentracije GSH u tkivu jetre prikazuje Slika 5.16 (B). Statisticki
znacajan porast vidljiv je u skupini HFD+15 (13 cRA) u odnosu na skupine STD-C (P < 0,001),
STD+7,5 (13 cRA) (P <0,001), STD+15 (13 cRA) (P <0,001).
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Slika 5.16. Koncentracija glutationa u bubregu (A) 1 jetri (B) Stakora hranjenih standardnom i

visokomasnom hranom uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Rezultati su prikazani kao AS (SD). AS (SD).
Kratice: STD — standardna hrana; HFD — visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna
skupina; GSH - glutation; AS (SD) — aritmeticka sredina (standardna devijacija).
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5.14. Histoloska analiza jetre

5.14.1. Steatoza jetre

Na Slici 5.17 prikazane su histoloske slike jetrenog parenhima. Najveca oSte¢enja jetrenog

parenhima u vidu mikrovezikularne steatoze vidljiva su u skupini HFD+15 (13 cRA) (Slika 5.17

(F)). Izmedu ostalih skupina nisu primjecena statististicki znacajnija oStec¢enja jetrenog parenhima

u odnosu prema kontrolnoj skupini STD-C (Slika 5.17, Slika 5.18)

Slika 5.17. Histoloske slike steatoze jetre Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom
hranom, uz dodatak 13 cis retinoic¢ne kiseline (13 cRA).
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13

cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Bojenje: hemalaun eozin. A — STD-C; B — HFD-
C; C—STD+7,5 (13 cRA); D— HFD+7,5 (13 cRA); E — STD+15 (13 cRA); F - HFD+15 (13 cRA).
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Na Slici 5.18 vidljiv je graficki prikaz steatoze jetre, uz statististicki znacajnu razliku u

skupini HFD+15 (13 cRA) u odnosu na kontrolnu skupinu STD-C (P = 0,027).
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Slika 5.18. Graficki prikaz histoloskih promjena jetre u vidu steatoze Stakora hranjenih

standardnom 1 visokomasnom hranom, uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. A — STD-C; B — HFD-C; C — STD+7,5 (13 cRA);
D — HFD+7,5 (13 cRA); E — STD+15 (13 cRA); F - HFD+15 (13 cRA). Kratice: STD — standardna hrana; HFD —
visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina.

5.14.2. Fibroza jetre

Na Slici 5.19. prikazane su histoloske slike jetrenog parenhima. Najveca koli¢ina vezivnog

tkiva uocena je u skupini HFD-C (Slika 5.19. (B)), no bez statisticki znacajne razlike u odnosu

prema ostalim skupinama. Izmedu ostalih skupina nisu primje¢ena znacajnija odlaganja vezivnog

tkiva u jetrenom parenhimu.
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Slika 5.19. Histoloske slike fibroze jetre Stakora hranjenih standardnom i visokomasnom hranom,

uz dodatak 13 cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA).

Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Bojenje: pikrosirijus. A — STD-C; B — HFD-C; C —
STD+7,5 (13 cRA); D — HFD+7,5 (13 cRA); E—STD+15 (13 cRA); F - HFD+15 (13 cRA).
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Na Slici 5.20. vidljiv je je graficki prikaz fibroze jetre, uz vidljiv najveci stupanj fibroze u

HFD-C skupini, no bez statisticki znaCajne razlike medu

ispitivanim
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Slika 5.20. Graficki prikaz histoloskih promjena jetre u vidu fibroze Stakora hranjenih standardnom

i visokomasnom hranom, uz dodatak 13 cis retinoic¢ne kiseline (13 cRA).

Razlike medu skupinama testirane su Kruskal Wallisovim testom, P vrijednosti su rezultat Dunnovog post hoc testa.
Zenke $takora soja Lewis (n = 6) hranjene su standardnom i visokomasnom hranom tijekom 60 dana, uz dodatak 13
cRA u dvije koncentracije: 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. A — STD-C; B — HFD-C; C — STD+7,5 (13 cRA);
D — HFD+7,5 (13 cRA); E — STD+15 (13 cRA); F - HFD+15 (13 cRA). Kratice: STD — standardna hrana; HFD —

visokomasna hrana; 13 cRA — 13 cis retinoi¢na kiselina; C — kontrolna skupina.
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Pretilost je jedan od najvecih problema 21. stoljeca te pogada milijune ljudi diljem svijeta,
poprimajuéi i globalne razmjere. Kao Sto je ve¢ ranije istaknuto, velik problem su i pretilosti

pridruzeni komorbiditeti koji uvelike opterecuju zdravstveni sustav i povecavaju smrtnost u svijetu.

U nasem smo istrazivanju koristili prehranom induciran model pretilosti, koji se koristi kako
su modeli u prednosti u odnosu na geneticke modele pretilosti zbog mogucnosti razli¢itih pristupa
hranjenju i odredivanja postotka pojedinih hranjivih tvari (159). Hrana s visokim udjelom masti
uzrokuje pretilost, hiperglikemiju i hiperlipidemiju. Vitamin A 1 njegovi metaboliti vazni su u
mastima topivi mikronutrijenti za brojne fizioloske procese u velikom broju tkiva, poput
diferencijacije stanica, indukcije apoptoze, stvaranja vidnog podrazaja, embriogeneze i
organogeneze. Uz sve to, imaju i1 vaznu ulogu u regulaciji raspodjele i povecanja masnog tkiva te
pridruZzenih metaboli¢kih komplikacija, a mnoga istrazivanja potvrduju ulogu vitamina A u
pretilosti (135,180—-182). Neka istrazivanja upucuju da vitamin A ima ulogu u razvoju i

napredovanju pretilosti, dok druga upucuju na zastitnu ulogu vitamina A.

Temeljem navedenog i zbog Cinjenice da se isotretinoin Siroko rabi u terapiji akne kod mladih,
smatramo da je vrijedno istraZiti dugoro¢ni uc¢inak derivata vitamina A, 13 cRA, u kombinaciji s
razli¢itim nacinom prehrane, standardnom ili visokomasnom, na promjenu mase, raspodjelu masti,
metabolizam glukoze, disbalans hormona, lipidne 1 aterogene pokazatelje, upalu, hematoloske 1
biokemijske pokazatelje, biljege oksidacijskog stresa te razvoj histopatoloSkih promjena jetre.
Pretilost je kroni¢na bolest, posljedica viSestrukih etioloSkih ¢imbenika i njezin razvoj ovisi o
genetskoj predispoziciji u kombinaciji s razli¢itim okoliSnim ¢imbenicima koji dovode do kroni¢no
neuravnotezenog unosa energije u odnosu na njegovu potro$nju. Tocnije, suvremeno drustvo
donijelo je znaCajne promjene u nacinu zivota mladih, posebice ,pretilogeni okolis* (engl.
“obesogenic environment”), koji ukljucuje lagan, 24-satni pristup visokoenergetskoj prehrani i
velike koli¢ine hrane, kao 1 drustveno okruZenje koje promice sjedilacki nacin Zivota, ali i kroni¢ni
stres (183). Prema Sengupta (184), jedna ljudska godina gotovo je jednaka dva tjedna Stakora (13,8

Stakorskih dana), te smo u naSem istraZivanju koristili Stakore ¢ija dob odgovara pubertetu u ljudi,
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budu¢i da su mladi skloni unosu brze visokomasne masne hrane, a i u toj se dobi isotretinoin

najceSce propisuje za terapiju akne.

Porast tjelesne teZine zabiljezen je u jedinki na HFD, uz dodatak 15 mg/kg 13 cRA u usporedbi
s kontrolnom skupinom hranjenom STD ili HFD. Nasi rezultati ukazuju na statisticki znacajan
porast tjelesne mase od 4. tjedna, pa do kraja pokusa. U jedinki na HFD zabiljezen je poveéan unos
hrane i vode medutim samo jedinke na HFD uz dodatak 13 cRA pokazale su statisticki znacajan
porast tjelesne mase. Primjena 13 cRA u jedinki na STD smanjila je koli¢inu visceralnog,
perigonadalnog i retroperitonealnog masnog tkiva, kao i adipozni indeks, no bez zabiljeZene
statistiCki znacajne razlike. Jedinke na HFD uz dodatak 13 cRA u dozi od 15 mg/kg pokazuju
znaCajan porast masnog tkiva (visceralnog, perigonadalnog, retroperitonealnog) te adipoznog

indeksa u odnosu na STD s 15 mg/kg 13 cRA.

Porast tjelesne mase uzrokovan je neuravnotezenoS¢u izmedu unosa energije i njezine
potrosnje, Sto posljedi¢no uzrokuje nakupljanje triglicerida u WAT (185). Nasi su podatci sukladni
istrazivanju Beuetnerra i Ali Farana (186,187) koji su pokazali da se statisticki znacajan porast u
tjelesnoj masi moze uociti nakon 4-tjedne primjene HFD, dok su drugi autori ukazali da je potrebna
primjena HFD tijekom duzeg razdoblja za statisti¢ki znacajne razlike u tjelesnoj masi (188,189).
Crawford i sur. pokazali su da HFD tijekom 6 tjedana primjene u Spraque Dawley Stakora povecava
BMI i vrijednosti glukoze nataste (12), Sto je takoder potvrdeno 1 u Wistar Stakor a (190-192). Ne
manje vazan je podatak da povecanje koli¢ine masnog tkiva u organizmu ne mora biti pra¢eno

znacajnim porastom tjelesne mase.

Neka istrazivanja pokazuju da retinoidi mogu smanjiti tjelesnu masu na racun supkutanih i
visceralnih masnih depoa u miseva na HFD (150,182). Mogu¢i mehanizam kojim vitamin A djeluje
na smanjenje tjelesne mase i koli¢inu masnog tkiva jest putem pojacane termogeneze i aktivacije
UCP1 proteina smjestenog na unutrasnjoj mitohondrijskoj membrani adipocita. Stovise, smanjeni
termogeni kapacitet BAT, odnosno aktivnost UCP1 proteina, uocen je kod nekih geneticki pretilih
sojeva (193). U istrazivanju Jeyakumar 1 sur. (181) dodatak 129 mg/kg 13 cRA rezultirao je
smanjenjem tjelesne mase u Stakora, $to nije sukladno nasim rezultatima. S druge strane, naSe je
istrazivanje sukladno s drugim istraZzivanjem Jeyakumar i sur. koji su pokazali da dugotrajna
prehrana bogata vitaminom A poticajno djeluje na dobivanje na tjelesnoj masi, pretilost,

dislipidemiju, hiperinzulinemiju, hiperleptinemiju i poviSene vrijednosti HDL-c u mrSavih i

93



6. RASPRAVA

pretilih Stakora soja WNIN/GR-Ob (181). Hipertrigliceridemija i dislipidemija ve¢ su od ranije
pozante nuspojave retinoida. U ljudi je dokazano da se primjena vitamina A u dozi 8500 1J/kg
dnevno koristi u svrhu dobivanja na tjelesnoj masi u prijevremeno rodene djece male tjelesne mase
(0,8-1.1 kg) (194). S tim u vezi, moze se zakljuciti da utjecaj vitamina A i njegovih metabolita na

pretilost ovisi uvelike o vrsti, dobi, spolu, genetici i dozi koja se primjenjuje (181).

Moguce je da bi duljevremena primjena HFD u nasem istrazivanju dovela do znacajnijih
promjena u tjelesnoj masi izmedu istrazivanih skupina. Postotak dobivanja na tjelesnoj masi,
takoder, moze biti slabije izraZzen uslijed zaStitnog utjecaja hormona estrogena, prolaktina,
hormona S§titnjace, glukokortikoida, koji takoder mogu utjecati na adipocite masnog tkiva (195—

197).

Estrogen ima vazan utjecaj na adipogenezu i raspodjelu masnog tkiva, te utjeCe na razliku u
raspodjeli masnog tkiva medu spolovima (198). U nasem smo istrazivanju odabrali Zenke Stakora
soja Lewis za proudavanje svih gore navedenih metaboli¢kih parametara. Zenke i muzjaci
medusobno se razlikuju u regulaciji unosa hrane, ponaSanju i odrzavanju tjelesne mase. Kod ljudi
nekoliko zdravstvenih rizika povezanih s pretilos¢u je specificno za spol (199,200). Primjerice,
razina TC 1 TG, rizici za metabolicki sindrom, razvoj dijabetesa tipa II, hipertenzija, te bolesti srca
1 krvozilnog sustava su ve¢i u Zena u odnosu na muskarace, a posljedi¢no tome je i smrtnost u
zenskog spola dvostruko veca. U Zivotinja, spolne razlike u hranjenju i tjelesnoj tezini i pretilosti
povezane su s perinatalnom androgenizacijom mozga i cirkuliraju¢im spolnim steroidima u
hipotalamusu. No ipak, podaci o pretilosti kod Zivotinja jako su kontroverzni s obzirom na spol,
dob, genetske i1 epigenetske cimbenike (201). Jedan od mogucih mehanizama kojima vitamin A
potice adipogenezu jest preko stimulacije gena PPARy (engl. peroxisome proliferator-activated
receptor gamma) (181). Prema istrazivanju Gilesa i1 sur. fiziologija Zenki Stakora puno je
vjerodostojniji model pokazatelja pretilosti kod ljudi, zbog uvida u ulogu spolnih hormona na
metabolicke promjene u pretilosti tijekom primjene RA te pokazatelje oksidacijskog stresa,
biokemijske parametre i koncentraciju adipokina (201). Opisan je i zastitni u¢inak estrogena na
adipogenezu: tijekom estrusnog ciklusa u Stakora estrogeni djeluju inhibitorno na uzimanje hrane,
a ovariektomija vodi hiperfagiji i ubrzanoj pretilosti (202). Manjak estrogena, pak, u modelu
Stakora dokazano ima posljedice na mnoge organe i metabolicke procese. Djeluje na imunosni

sustav pojacavajuci upalni odgovor i novacenje tkivnih makrofaga prema mjestu upale, u miSi¢ima
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izaziva nakupljanje lipidnih kapljica, upalu i zamor, smanjuje izlu¢ivanje inzulina iz B stanica
Langerhansovih otoci¢a, u jetri izaziva nakupljanje TC, TG te posljediCan razvoj steatoze i
inzulinske rezistencije, te, ne manje vazno, djeluje na kost smanjujué¢i njezinu gustocu i
povecavajudi rizik razvoja patoloskih fraktura (203). Estrogen je vazan ¢imbenik koji direktno
utjeCe na remodeliranje koStanog tkiva, djeluju¢i na stanice koStanog sustava — osteocite,
osteoblaste 1 osteoklaste. Konkretno, smanjuje apoptozu i oksidacijski stres osteoblasta, te na taj
nacin sudjeluje u odrzavaju stvaranja kosStanoga tkiva. S druge strane, poti¢e apoptozu osteoklasta
aktivacijom RANKL receptora (ligand za RANK (receptor-aktivator nuklearnog ¢imbenika xB)
(204). U nasem je istrazivanju smanjen volumen femura u jedinki na HFD uz dodatak vece doze

13 cRA najnizi.

Literatura ukazuje da kontuinirani dnevni Sestomjesecni dodatak 120-150 mg/kg 13 cRA
uzrokuje znacajno smanjenje volumena jajnika, broja antralnih folikula u jajniku 1 smanjenje
serumske koncentracije anti Miillerovog hormona (205), koji se izluCuje iz folikularnih granuloza
stanica 1 pokazatelj je ovarijske rezerve (206). Abali i sur. u svom su istrazivanju pokazali
smanjenje ovarijske rezerve uslijed primjene 7,5 1 15 mg/kg 13 cRA tijekom 30 dana zbog
smanjenja broja zrelih folikula u Spraque Dawley Stakorica (207). U nasem je pokusu vidljiv porast
relativne mase spolnih organa (uterusa i ovarija) u jedinki na STD uz dodatak 13 cRA u obje
koncentracije uz zapazenu statisticku znacajnost u STD+15 (13 cRA) u odnosu na sve skupine
hranjene HFD. U jedinki na HFD uz dodatak 13 cRA zapaZena je manja masa spolnih organa, sa
statistiCki znacajnom razlikom u odnosu na STD s visokom dozom 13 cRA. Drugi autori pokazuju
kako sedmodnevna terapija 13 cRA u dozama 7,5 i 15 mg/kg ne utjece na relativnu masu ovarija i
uterusa (167,208). U humanim istraZivanjima primjena isotretinoina tijekom 6 mjeseci znac¢ajno
smanjuje volumen jajnika i broj antralnih folikula do 12 mjeseci nakon ukidanja posljednje tablete

(205,209).

Nasi su rezultati, takoder, pokazali smanjenu relativnu masu jetre i bubrega u HFD s 15 mg/kg
13 cRA skupini, §to je u skladu s postojeCom literaturom. Poveznica izmedu poveéanog unosa
masne hrane i oStecenja bubrega opisano je jo§ 1858. godine od strane Virchowa (210), a poslije
su drugi znanstvenici to potvrdili (211). ObjaSnjenje se temelji na nastanku
dislipidemije/hiperlipidemije uzrokovane visokomasnom hranom te posljedicnom povecanju

oksidacijskog stresa u bubregu i stvaranju ROS-a, §to je potvrdeno i u naSem istraZivanju. Uz to, u
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nasem istraZivanju oStecenje bubrega pokazano je i pove¢anjem vrijednosti NO u skupini HFD s
obje doze 13 cRA te smanjenjem vrijednosti arginaze u spomenutim skupinama. Istrazivanje Abdel
Moneem Ali i sur. potvrduje da 10-tjedna primjena HFD dovodi do nekroze epitela renalnih tubula
1 kongestije krvi u krvim Zilama (212), a Ali Faran ukazuju na oSte¢enje podocita glomerula i
mezangijsku sklerozu kao posljedicu 4-tjedne primjene HFD (187). Navedene histolosSke promjene
1zazivaju smanjenje relativne mase bubrega na kraju pokusa, §to je sukladno naSim rezultatima. U
jetri, pak, kao posljedica HFD 1 dodatka 13 cRA u dozi 15 mg/kg dolazi do odlaganja lipidnih
kapljica uz gubitak normalnog jetrenog parenhima, $to smanjuje njezinu relativnu masu. U gore
spomenutom istrazivanju Abdel Moneem Ali i sur. zabiljeZeni su suprotni rezultati po pitanju
relativne mase jetre; naime, jedinkama na HFD zabiljeZene su viSe vrijednosti na kraju pokusa u
odnosu na kontrolnu skupinu (212). Metabolizam jetre je poremecen uslijed 6-tjedne primjene
HFD zbog lipotoksi¢nog ucinka FFA koje se u obliku TG nakupuljaju u hepatocitima i ¢ine kapljice
masti. Posredno tome, dolazi do njihove povecane oksidacije 1 stvaranja VLDL-a koji se izlucuje
u sistemsku cirkulaciju (213), Sto je dokazano i u nasem istrazivanju. Navedene promjene dokazane
su s napredovanjem NAFLD, boleS¢u jetre povezanom s inzulinskom rezistencijom zbog
smanjenih perifernih u¢inaka hormona inzulina (213). U naSem su istrazivanju histoloske promjene
jetre u sklopu steatoze diskretne, ali je vidljiv znac¢ajan poremecaj u metabolizmu glukoze, masti i
aterogenim pokazateljima. Takoder, u naSem je istrazivanju dokazan porast serumske 1 jetrene
vrijednosti NO i smanjenje serumske vrijednosti arginaze, koji takoder upucuju na pocetna
oste¢enja jetrenog parenhima. Sto se, pak, odlaganja vezivnog tkiva u jetri ti¢e, u naSem pokusu
najvece promjene zabiljezene su u skupini HFD-C, no promjene u svim skupinama bile su vrlo
diskretne u odnosu na kontrolnu skupinu. To se mozZe objasniti sposobnos¢u jetre za regeneracijom

1 moguce potrebitim duljevremenim tretmanom za izraZenije histoloske promjene.

Analizom ucinaka STD, HFD i dodatka 13 cRA na hematoloske pokazatelje u krvi nisu
zapazene statisticki znacajne promjene na broj eritrocita, hemoglobina i hematokrita te parametre
vezane uz MCV, MCH, MCHC, RDW. Do sada objavljena istraZivanja govore o smanjenju Hbg i
H u jedinki na HFD (214,215). Isti autori, Edozien i Switzer, davne 1977. u radu potvrduju da 13
cRA primjenjena u dozi od 15 mg/kg tijekom 4, 8 1 12 tjedana uzrokuje statisti¢ki znacajno
smanjenje vrijednosti Hbg (214,216). U naSem je istrazivanju takoder zabiljeZeno smanjenje broja

eritrocita, Hbg 1 H, no bez statisticki znacajne razlike.
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Medutim, u naSem radu zapazili smo povecanje broja trombocita u ovisnosti o primjeni 13 cRA
u jedinki na standardnoj, a njihovo smanjenje uoceno je u jedinki na HFD, no bez zabiljezene
statististicki znacajne razlike u odnosu na kontrolnu skupinu. Trombociti ili krvne plo€ice nastaju
iz koStane srzi odvajanjem od citoplazme megakariocita. Trombociti u svojoj citoplazmi
sadrzavaju tvari koje sudjeluju u procesu zgruSavanja krvi, poput iona Ca2+, serotonina,
fibrinogena, trombocitnog Cimbenika rasta (PDGF, engl. platelet derived growth factor) te
sudjeluju u procesu primarne i sekundarne agregacije trombocita, zgruSavanju, retrakciji ugruska i
njegovu odstranjenju u sklopu kolagulacijske kaskade (14). S obzirom da se 13 cRA koristi u
sklopu terapije akne, mnogo je istrazivanja u humanom modelu koji objedinjuju nuspojave vezane
za 13 cRA. Tako, vec¢ina autora smatra kako 13 cRA izaziva statisticki znacajno smanjenje broja
trombocita nakon tromjese¢ne primjene, zbog njezinog supresivnog djelovanja na koStanu srz
(217) dok manji broj radova upucuje na povecanje broja krvnih plocica nakon terapije 13 cRA

(218).

Poznato je da poremecaj metabolizma glukoze, konkretno inzulinska rezistencija i DM I,
dovode do povecanja broja trombocita i njihove reaktivnosti (219), te do poremecaja u zacjeljivanju
rana. To se dogada zbog povecane upale u organizmu i smanjene sposobnosti imunosnog sustava
u borbi protiv stranih patogena. U zdravih pojedinaca proces zacjeljivanja rane voden je
medureakcijom multiplih citokina 1 kemokina koji se otpuStaju iz keratinocita, fibroblasta,
endotelnih stanica, makrofaga i trombocita. Kod hipoksije uzrokovane stvaranjem rane dolazi do
otpuStanja krvozilnog endotelnog ¢imbenika rasta (engl. vascular endothelial growth factor,
VEGF) od strane makrofaga, fibroblasta i epitelnih stanica, ¢ime dolazi do fosforilacije i aktivacije
eNOS u koStanoj srzi, rezultiraju¢i povecanjem koncentracije NO koji novaci endotelne
progenitorne stanice (engl. endothel progenitor cells, EPC) u sistemsku cirkulaciju. S druge strane,
u miSjem modelu dijabetesa poremecena je fosforilacija eNOS u koStanoj srzi, §to izravno

organi¢ava EPC novacenje iz koStane srzi u sistemsku cirkulaciju (220).

Osim toga u skupini HFD uz dodatak 13 cRA (15 mg/kg) zabiljeZena je statisticki znacajna
leukocitoza s neutrofilijom, u odnosu na kontrolnu skupinu. Brojna istraZivanja pokazuju
leukocitozu kao posljedicu HFD zbog upale koja prati pretilost (215,221), a neutrofili su prve

stanice koje reagiraju na proces upale. Upalne stanice uz pomo¢ svojih citokinskih posrednika
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novace druge stanice imunosnog sustava kao $to su makrofagi te limfociti (222) i potiu sustavni
upalni odgovor organizma. 13 cRA ima vrlo vaznu ulogu u diferencijaciji neutrofila u kostanoj
srzi, stvaranju dendritickih stanica i B limfocita. Iz B limfocita razvijaju se plazma stanice koje su
odgovorne za stvaranje protutijela u organizmu. 13 cRA posebno potice stvaranje IgA (223), kojeg
najvise nalazimo u slini, sluznici nosa i1 bronha, kolostrumu, suzama, sluznici rodnice i crijeva te
¢ini imunosnu barijeru sluznica i naziva se jos i sekrecijski IgA (14). Istrazivanje Sato-Mita i sur.
1z 2009. pokazuju da HFD dovodi do porasta koncentracije limfocita, no bez statisticki znacajne

razlike (224).

Istrazivanja pokazuju kako je aktivnost imunosnog sustava veca u zenskog nego u muskog spola.
Limfociti Zenskog spola biljeze izraZeniji odgovor prema stranim antigenima i mitotsku aktivnost,
osiguravaju¢i domacinu povecanu rezistenciju na niz infekcija, ali takoder 1 povecanu sklonost
zenskog spola za razvoj autoimunih bolesti. Sve to upucuje na zaklju¢ak da spolni hormoni,
gonadalni steroidi, imaju vaznu posredni¢ku ulogu u regulaciji imunosnog odgovora. IL-1 vazan
je citokin u zapoc€injanju imunosnog odgovora, a njegova je koncentracija povisena je u lutealnoj
fazi menstrualnog ciklusa kod ljudi, §to upucuje na poveznicu izmedu gonadalnih steroida i
imunosnog sustava. Manjak estrogena snizava koncentraciju IL-1 (225). U postmenopauzalnih
zena dokazana je poviSena koncentracija IL-8, MCP-1 1 CCLS5 kemokina poznatog pod nazivom
RANTES (engl. regulated on activation and secretion normal T cell expressed) vaznih biljega upale
1 aktivacije imunosnog sustava. RANTES je citokin koji je osobito visok u osteoporozi. U Spraque
Dawley Stakora kojima je deficijencija estrogena izazvana ovariektomijom, dokazana je pojac¢ana
adhezija leukocita na stijenci arteriola, povecani izrazaj neutrofilnih kemoktaktickih ¢imbenika i

serumska koncentracija MCP-1 (226).

Leukocitoza s neutrofilijom, porast serumske vrijednosti NO, a smanjenje arginaze, te porast
serumske koncentracije proupalnih citokina IL-6, IL-1, IFN-y parametri su naseg istrazivanja koji
upucuju na sistemsku upalu zabiljeZenu u jedinki na HFD, uz najizrazenije promjene u skupini uz
dodatak 13 cRA u viSoj koncentraciji. ZabiljeZen je 1 neznatan porast IL-10 koji je protuupalni
citokin, no to se moze objasniti kao kompenzatorni mehanizam borbe organizma sa stranim
patogenom kao i poticanjem popravka tkiva i odrzavanja angiogeneze u masnom tkivu te funkcije
adipocita. M2 makrofagi mogu djelomicno sprije€iti aktivaciju i akumulaciju M1 makrofaga, i

sekrecijom IL-10 pomoc¢i u zastiti adipocita od Stetnih ucinaka citokina. Medutim, s povecanjem
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adipoznosti, M1 polarizirani makrofagi dobivaju dominantnu ulogu te proizvode NO i visoke
koli¢ine proupalnih citokina kao §to su IL-1p i IL-6 INF-y, $to su polucili i nasi rezultati. Potvrdeno
je da u masnom tkivu pretilih i u osoba s razvijenom inzulinskom rezistencijom je pojacana
aktivnost M1 makrofaga masnog tkiva, mastocita, dendriti¢kih stanica, neutrofila i Th17 limfocita

koji lude IL-17, IL-21 i IL-22 (227).

Stvaranje i izlu¢ivanje protuupalnih citokina karakteristicno je za M2 fenotip makrofaga, a
proupalnih za M1 makrofage. Makrofagna polarizacija regulirana je s mnogo razli€itih citokina,
od kojih IL-13 i1 IL-4 poti¢u M2 fenotip, a IFN-y, IL-12 M1 fenotip. Vrlo blisko makrofagnoj
polarizaciji je i promjena Th2 u Thl stani¢ni odgovor i naruSena aktivnost T regulatornih stanica
(engl. T regulatory cells, Treg) (228). Tako, IFN-y knockout miSevi pokazivali su polarizaciju
prema M2 makrofazima, poboljSanu osjetljivost na inzulin i smanjen volumen adipocita masnog
tkiva (229), dok su GM-CSF knockout miSevi imali manju serumsku koncentraciju proupalnih
citokina i, takoder, poboljSanu osjetljivost na inzulin (230). GM-CSF ima mogu¢nost stimulacije
IL-10 1 tolerogenih Treg stanica, smanjujuc¢i tako moguénost za razvoj autoimunih bolesti (231). U
istrazivanju Poreta i1 sur. porast citokina IL-6, IL-1B i IL-la, a smanjena vrijednost IL-10
zabiljeZene su i u visceralnom 1 perigonadalnom masnom tkivu muzjaka na HFD (232), $to je u
skladu s nasim rezultatima. I u humanim je istrazivanjima dokazan je porast koncentracije IFN-y,
IL-4, IL-5, IL-12 and IL-13 koji koreliraju s BMI, koli¢inom visceralnog masnog tkiva i razvojem
metabolickog sindroma (231) dok su rezultati za razina IL-10 bili nedosljedni. Kroni¢na,
supklinicka, tinjaju¢a upala povezuju se s pretilosti pridruzenim poremecajima, poput inzulinske
rezistencije 1 kardiovaskularnim poremecajima zbog lucenja proupalnih citokina iz masnog tkiva,
makrofagnom polarizacijom u masnom tkivu gdje se formiraju strukture CLS oko adipocita i
smanjenim omjerom Th2/Thl limfocita. Manjak TNF-a povecava osjetljivost inzulinskog
receptora u miSi¢u i masnom tkivu i smanjuje koli¢inu cirkuliraju¢ih FFA (73). TNF-a potice
lipolizu FFA iz masnog tkiva u sistemsku cirkulaciju i smanjuje vrijednosti serumskog
antiaterogenog i1 protuupalnog adiponektina (72). Tako brojni dokazi izdvajaju masno tkivo
opc¢enito, a posebice visceralno masno tkivo, kao kljucni regulator upale. Pretilost je
karakterizirana kronicnom upalom niskog stupnja i u pretilosti masno tkivo postaje
disfunkcionalno; dovodi do povecane proizvodnje proupalnih adipokina i smanjene proizvodnje

protuupalnih adipokina, posljedi¢ne hiperplazije i hipertrofije masnih stanica te disbalansa u
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otpustanju adipokina. To stanje povecava kontraktilnost i upalu te dovodi do krvozilnih bolesti

poput hipertenzije, ateroskleroze i1 krvozilne disfunkcije.

Nadalje, podaci upucuju da pretilost moze predstavljati stanje kroni¢ne upale niskog stupnja
povezanog s infiltracijom upalnih stanica u masno tkivo posebice makrofaga M1. lako su
populacije makrofaga prisutne u gotovo svim tjelesnim tkivima, njihov povecani broj zapazen je u
upravo u WAT te se nazivaju makrofagi masnog tkiva (engl. adipose tissue macrophage, ATM).
Njihov broj kod ljudi i glodavaca se povecava povecanjem tjelesne mase i podudara sa stupnjem
inzulinske rezistencije $to je sukladno naSim rezultatima. Makrofagi su brojniji u visceralnom nego
potkoznom masnom tkivu, §to je sukladno s hipotezom da visceralna masnoca igra istaknutiju
ulogu u rezistenciji na inzulin. Stovise, gubitak tjelesne mase dovodi do smanjenja i upalnih biljega
1 biljega ATM-a (233). Visceralno masno tkivo akumulira makrofage koji oslobadaju upalne
citokine koji mogu djelovati na inzulinsku osjetljivost, a postoji i mogucnost da i lipotoksi¢nost u
perifernom tkivu i visceralna proizvodnja citokina u masnom tkivu mogu doprinijeti sistemskoj
inzulinskoj rezistenciji. Kod pretilih osoba makrofagi visceralnog masnog tkiva izlu¢uju TNF-a i
IL-6 koji su djelom odgovorni za inzulinsku rezistenciju 1 dislipidemiju povezanu s
nekontroliranim oslobadanjem FFA iz masnog tkiva pomocu lipolize kod pretilosti. TNF-a je
vazan ¢imbenik koji potice oslobodanje masnih kiselina i citokina iz visceralnog masnog tkiva u
krvotok gdje putem portalnog krvotoka direktno ulaze u jetru vode¢i nastanku masne jetre (234).
Nadalje, kroni¢no povecanje IL-6 u osoba s metabolickim poremecajima, moze dovesti do
otpornosti na inzulin u jetrenim 1 masnim stanicama te tako mogu pogorsati metaboli¢ke nuspojave
1 kontrolu glikemije. Upravo inzulinska osjetljivost jetre kljucna je u nastajanju i/ili progresiji

NAFLD (104,105).

Kasnije je pokazano da nakupljanje makrofaga u pretilosti nije ograni¢eno na WAT, nego i na
druge organe kriticne za homeostazu glukoze, poput jetre, gusteraCe, crijeva, cak i mozga.
Imunosna disfunkcija unutar masnog tkiva je dovoljna da narusi sustavni metabolizam glukoze
(91). Visak hranjivih tvari dovodi do povecanja adipocita, s povecanim izlu¢ivanjem

kemoatraktanata CCR2 krvnih monocita u WAT (235).

Povecanim izlu¢ivanjem TNF-a, FFA te kemokina, proizvode se MCP-1 i njegov receptor,
CCR2, CCL7, LTB4 1 inhibitor migracije (engl. migration inhibitory factor, MIF). Izlucuju se i

drugi ¢imbenici koji utjeCu na mati¢ne stanice koStane srzi prilikom ¢ega se povecava stupanj
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mijelopoeze, S§to dodatno povecava priljev makrofaga u masno tkivo (91). Vecina novacenih
monocita je putem tih upalnih signala diferencirana u M1 makrofage te ¢ine ¢ak do 50 % svih

stanica u WAT pretilih miSeva (91).

Masno tkivo je zajednicki rezervoar proupalnih citokina, ali i adipokina, koji se izlucuju u
sistemsku cirkulaciju. Prema Peelmanu i sur., mehanizam odgovoran za leukocitozu u pretilosti,
dijabetesu i aterosklerozi moze biti leptin (236) i leptinski receptor koji ima strukturne sli¢nosti
klasi I citokinskih receptora (237). Zanimljivo je da ta klasa receptora ukljucuje 1 gp130
podjedinicu IL-6, navode¢i na zaklju€ak da IL-6 1 1 leptin mogu djelovati na slican nacin
sinergisticki djeluju¢i na porast broja leukocita (238). Polimorfonuklerarni i mononuklearni
leukociti mogu biti aktivirani pove¢anim koncentracijama glukoze (239), oksidativnim stresom
(240), angiotenzinom II (241), citokinima (242) i drugim ¢imbenicima koji sudjeluju u patogenezi

mikro 1 makrovaskularnih komplikacija.

Nadalje, vidljive su promjene i u biokemijskim pokazateljima izmedu STD i HFD u prisutnosti
13 cRA. Zapazeno je statisticki znac¢ajno smanjenje koncentracije ALB u jedinki na STD kojima
je primjenjena 13 cRA u obje koncentracije. Jedinke na HFD ne pokazuju statisticki znacajne
razlike, Sto je sukladno rezultatima koji potvrduju da se 13 cRA u sistemskoj cirkulaciji veze za
ALB (243). ALB su proteini akutne faze koji mogu biti povecani u stanjima upale, kao $to je
pretilost (192). Ukupni proteini, pak znacajno padaju u jedinki na HFD uz primjenu 15 mg/kg 13
cRA. Navedeno je moguce objasniti oSte¢enjem bubrega koje nastaje u sklopu pretilosti, koji onda
pojacano propustaju proteine kroz ostecene glomerule (212). Drugi moguéi razlog jest pocetak
razvoja inzulinske rezistencije u sklopu koje inzulin gubi svoje anabolicke ucinke na periferiji, pa
dolazi do pojacanog katabolizma proteina (244). Nasi podatci su u skladu s podatcima Faran 1 sur.

koji su pokazali smanjenje ALB, GLOB i omjera ALB-GLOB u jedinki na HFD (187).

Takoder povecanje enzima ALP u ovisnosti je o primjeni 13 cRA, bez statisti¢ki znacajne
razlike medu skupinama, §to je sukladno istrazivanju koje pokazuje da 21 — dnevni tretman s 13

cRA u dozi 0,4 1 10 mg/kg uzrokuje povecanje ALP-a (245).

S druge strane, vidljivo je da HFD uzrokuje smanjenje vrijednosti ALP. ALP ima vaznu ulogu
u protuupalnim zbivanjima u crijevu. Izrazaj intestinalne ALP ovisi o okoliSnim ¢imbenicima, u
prvom redu nacinu prehrane te o stanju crijevne mikroflore organizma. Smanjeni izrazaj ALP-a

povezuje se s pretiloS¢u, upalnim bolestima crijeva 1 celijakijom. Primjena intestinalne ALP u
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miseva s razvijenim kolitisom uzrokuje smanjenje lokalne proizvodnje proupalnog citokina TNF-
a (246). Osim §to uzrokuje smanjenje intestinalne ALP, HFD primjenjena tijekom 8 tjedana kod
Spraque Dawley Stakora dovodi do smanjene ekspresije TLR4 (engl. Toll like receptor 4) koji
pospjesuje upalu. Takoder je zanimljivo da dugotrajno gladovanje smanjuje vrijednosti intestinalne

ALP u miSeva, ¢ine¢i ih podloZznijima infekcijama i1 proboju stranih patogena (247).

AMY je enzim koji se sintetizira u zlijezdama slinovnicama, predminantno dousnoj Zlijezdi, 1
gusteraci te je odgovoran za razgradnju Skroba na jednostavnije Secere (248). Povecana
koncentracija AMY u serumu najcesce se povezuje s pankreatitisom. U velikom je broju animalnih
istrazivanja pokazana povecana vrijednost AMY u jedinki na HFD (160,248), ali 1 jedinki kojima
je primjenjena 13 cRA (249). Povec¢anje AMY moze se objasniti pojatanom razgradnjom slozenih
ugljikohidrata na jednostavnije Secere, koji onda dovode po pojacanog odlaganja u masno tkivo 1
jetru, te posreduju razvoju pretilosti. U humanim je istrazivanjima takoder potvrdeno povecanje
AMY u pretilih, kao i u onih koji imaju razvijenu klinicku sliku dijabetesa tipa II (250,251). Nasi
su rezultati u sukladu sa spomenutima, primjena 13 cRA 1 HFD uzrokovala je porast vrijednosti
AMY, bez zabiljezene statisticki znacajne razlike. S druge strane, u literaturi su zapazena i

istrazivanja koja povezuju pretilost sa smanjenom vrijednos¢u AMY (252).

Vrijednosti ALT takoder pokazuju ovisnost o primjeni 13 cRA, kako u STD, tako i HFD
zivotinja, sa vidljivom statisticki znacajnom razlikom kod primjene visoke doze 13 cRA u odnosu
na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu. ALT je enzim koji se nalazi u hepatocitima i jedan je od
najceS¢e koriStenih biomarkera za uvid u poremecaje funkcije 1 strukture jetre. Povecanje
vrijednosti ALT povezuju se sa pretiloS¢u 1 pridruzenim metaboli¢kim komplikacijama, poput DM
I1(253,254). Povecanje koncentracije ALT-a u nasem istrazivanju, prema dostupnoj bi se literaturi,
moglo povezati s oSte¢enjem membrane hepatocita u jedinki na HFD. Na to ukazuju i neka druga
istrazivanja: stanicna membrana postaje propusnija za prolazak enzima koji se inace nalaze u
hepatocitima vode¢i njegovim povecanim vrijednostima u sistemskoj cirkulaciji (187). Primjena
13 cRA takoder dovodi do povecanja vrijednosti ALT-a, Sto je opisano u mnogim humanim

istrazivanjima kod pacijenata, predominantno adolescenata, na terapiji isotretinoinom (255).

Vidljivo je i poveéana razina Ca*" u jedinki na HFD uz dodatak 13 cRA u odnosu na kontrolnu
skupinu, §to je sukladno rezultatima Wanga 1 sur. (256). Neka istrazivanja potvrduju smanjene

vrijednosti Ca®" u jedinki na HFD (212). Smanjena koncentracija Ca*" u krvi moze dovesti do
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snizene aktivnosti enzima koji su odgovorni za metabolizam masti, poput hormon osjetljive lipaze
1 lipaze masnog tkiva (257), Sto dovodi povecanog nakupljanja masnog tkiva, osobito
abdominalnog tipa. Postoji niz istraZivanja koja povezuju visoke doze vitamina A sa toksi¢nim
ucinkom na koStani sustav u Stakora i mogucnost izazivanja spontanih fraktura, lokaliziranih
uglavnom na dijafizi dugih kostiju. Visoke doze RA u razdoblju 1-3 tjedna uzrokuje oksidativni
stres, smanjenje koStane mase (engl. bone mineral density, BMD) 1 histomorfoloske promjene koje
odgovaraju osteoporozi (258). Konkretno, u istrazivanju OrSoli¢ i sur. 14 — dnevna primjena 80
mg/kg 13 cRA uzrokovala je promjene u vidu osteoporoze u modelu Stakora (259). Prema
istrazivanju Penga i sur. dodatak visokih doza RA u kratkom vremenu izaziva osteoporozu,
uzrokujuéi resorpciju Ca?" predominantno iz spuzvaste kosti, a glavni razlog za to je smanjenje
koncentracije estrogena (260). Posljedi¢no tomu, dolazi do povecanja koncentracije upalnih
citokina i oksidativnog stresa (258,261) koji djeluju na povecanje broja osteoklasta, a apoptoze
osteoblasta. Takoder, smanjeno je djelovanje vitamina D u organizmu, a pojacana aktivnost
paratiroidnog hormona (engl. parathyroid hormone, PTH) (261,262) ¢ime konkretno dolazi do
smanjene apsorpcije Ca’" u crijevu i pojacanog izlu€ivanja Ca®" bubrezima, rezultirajuéi
hipokalcemijom. Sve gore spomenuto dovodi do promjene ultrastrukture kosti, njezine pojacane
resorpcije kosti i smanjene enhondralne osifikacije koja rezultira promjenama u epifiznoj ploci
(260). Nize serumske vrijednosti Ca** povezuju se i s drugim patoloskim stanjima, poput
hipertenzije, karcinoma, inzulinske rezistencije (257). U humanim istrazivanjima, pak, primjena,
13 cRA za lijeCenje acne nodularis u terapijskoj dozi od 1 mg/kg, ne izaziva promjene u
koncentraciji iona Ca®>" (263), no treba biti koristena s oprezom kod ljudi s bilo kakvom
patologijom koStanog sustava (264). Ca*" ioni vazni su u izgradnji anorganskog dijela kosti i
njegovu metabolizmu (265), kontrakciji miSic¢a, prenoSenju ziv€anih impulsa i lu¢enju hormona

(266).

Dodatak 13 cRA pozitivno utjece i na crijevnu mikrofloru poticanjem aktivacije B limfocita i
plazma stanica, te stvaranja IgA iz plazma stanica. Takoder, 13 cRA osnazuje medustani¢ne
spojeve u crijevima (zonula occludens) 1 odrzava normalnu crijevnu mikrofloru. IgA je kljuc¢ni
imunoglobulin koji poti¢e sazrijevanje imunosnog sustava u crijevima te njegov pravodoban
odgovor. Lokalno izlu¢ivanje IgA $titi sluznicu crijeva, neutralizira endogene 1 egzogene toksine,

smanjuje broj proupalnih epitopa na crijevnim bakterijama. 13 cRA potice aktivaciju dendritickih
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stanica i makrofaga koji stvaraju IL-10 i pretvorbu T limfocita u T g stanice. Manjak IgA u modelu

Stakora povezuje se s uCestalijim razvojem kolorektalnih adenoma i disbiozom (267).

Promjene u koncentracija Na' prikazane u radu Zarei i sur. pokazuju smanjenje koncentracije
Na'i K u jedinki na HFD, uz dodatak RA, bez statisticki znacajne razlike (136). Na" ioni su
prisutni u izvanstanicnom okoliSu i za odrZavanje homeostaze organizma njegova koncentracija
iznosi oko 142 mmol/ L (268). PoviSene vrijednosti Na" najcesce se povezuju sa hipertenzijom i
kardiovaskularnim bolestima. Takoder, povecani unos iona Na" dovodi do povecanja koli¢ine
WAT i hiperleptinemije (269). Toni K' prisutni su u 98 % unutarstani¢cnom okolisu (140 — 150
mmol/L), a u izvanstani¢nom okoliSu odrzava se u u referentnom intervalu od 3,5-5,0 mmol/L
(268,270). Regulacija transmembranskog prijenosa K vazna je za odrzavanje membranskog i
akcijskog potencijala stanice, a stanja poremeéene homeostaze K kao u na$im rezultatima najcesce

se dovode u vezu s poremecenom funkcijom bubrega (270).

I BUN i CRE predstavljaju parametre funkcije bubrega. Povecane vrijednosti CRE ukazuju na
pocetno oStec¢enje bubrega 1 potencijalni nefrotoksi¢ni uc¢inak (187). Jo$ je krajem 19. stoljeca
Virchow ukazao na osStec¢enje bubrega uzrokovano prekomjernim unosom masne hrane (210), a
kasnije je istrazivanjima dokazano da konkretno dolazi do oSte¢enja podocita i mezangijske
skleroze (271). U humanim istrazivanjima nije zabiljeZena promjena u vrijednosti oba parametra
nakon tromjesecne i Sestomjesecne terapije isotretinoinom u dozi Img/kg (272). U animalnom je
modelu, na Stakorima soja Lewis, dokazano ¢ak da primjena 13 cRA ima imunosupresivni i

antifibroti¢ni uc¢inak te da sprjeava napredovanje nekih oblika nefropatija (273).

U naSem je istraZivanju pokazano kako je koncentracija TC, TG, LDL-c i VLDL-c statisticki
znacajno visa u HFD Zivotinja u odnosu na STD, §to je sukladno ranije objavljenim rezultatima
(274). PoviSena razina TG i TC klju¢na je u metabolizmu lipoproteina, te u skladu je s poviSenim
raazinama LDL-c koji je vazan aterogeni pokazatelj. Nasi rezultati, takoder, ukazuju na povecanje
AIP, AC, CRR u jedinki na HFD, kao i na povecane koncentracije glukoze na kraju testa
opterecenja glukozom, u 120°. Displipidemija i1 oksidacija LDL-c, kao i niske vrijednosti HDL-c
su rizi¢ni ¢imbenici za razvoj koronarne bolesti srca (275). Osim toga, inzulinska rezistencija,
zajedno s drugim poremecajima poput DM II, hipertenzije i dislipidemije (poviSene koncentracije

TC, LDL-c i TG u krvi) predstavlja glavne ¢imbenike rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti.
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Inzulinska rezistencija pocetni je dogadaj DM II. Danas se zna da inzulinska rezistencija nije samo
posljedica povecane sistemske vrijednosti glukoze u krvi zbog njezine nemogucnosti za ulazak u
stanicu, nego ovisi i o brojnim drugim ¢imbenicima, ukljuuju¢i hormone, adipokine i upalne
citokine (276). Povecanje cirkuliraju¢ih FFA smatra se kljuénim dogadajem u patogenezi
inzulinske rezistencije (44). U naSem istrazivanju, HFD nije samo uzrokovala promjene u
metabolizmu lipida, nego 1 u metabolizmu glukoze, §to je potvrdeno OGTT testom. HFD uz
dodatak 13 cRA u obje koncentracije (7,5 mg/kg i 15 mg/kg) pokazala je statisticki znacajan porast
u 120" u odnosu prema kontrolnoj skupini STD-C. Najvjerojatnije objaSnjenje za to je inzulinska
rezistencija, ali to ne mozemo sa sigurnoS¢u pokazati s obzirom da u ovom istrazivanju test
tolerancije na inzulin nije bio izveden, kao niti provjera funkcije inzulinskog signalnog puta
(fosforilirani inzulinski receptorski supstrat). U ovom smo istrazivanju koristili omjer TG/ HDL-c
kao zamjenski biljeg inzulinske rezistencije, $to je pokazano i u nekim drugim istrazivanjima (176).
Prema postojecoj literaturi, omjer TG/HDL-c moze biti biljeg kardiometabolickih rizi¢nih
¢imbenika i kardiovaskularnih bolesti, kao i koristan parametar u hipertenzivnih osoba (177).
Takoder, omjer TG/HDL-c moZze biti koristan parametar glikemijske kontrole u pretilih osoba i
zivotinja, kao 1 u onih normalne tjelesne mase. Omjer TG/HDL-c pokazuje zna€ajan porast u

jedinki na HFD, kako u kontrolnoj, tako i u skupinama uz dodatak 13 cRA.

Poveznica izmedu smanjenog unosa glukoze u stanicu i smanjene sekrecije inzulina kao i
inzulinske rezistencije potvrdena je u ranije objavljenim istrazivanjima (160,277). Promjene u
metabolizmu glukoze dogadaju se zbog smanjenog broja inzulinskih receptora na stanicama i broja
GLUT?2 receptora na 3 stanicama gusterace (278), kao 1 naruSenog unutarstani¢nog signaliziranja
koje sprjecava unos glukoze u stanicu (279,280). Dodatak 13 cRA jedinkama na STD ne pokazuje
statisticki znacajne promjene u koncentraciji glukoze tijekom testa, kao ni na kraju testa. Poremecaj
metabolizma glukoze u jedinki na visokomasnoj prehrani korelira s povisenim vrijednostima

proupalnih citokina: IL-6 i IL-1p, Sto je dokazano i u naSem istrazivanju.

Za masno tkivo je karakteristi¢na infiltracija nekoliko tipova imunosnih stanica, poput
monocita, neutrofila, Th1l 1 Th17 limfocita 1 M1 (protuupalnih) makrofaga ¢iji udio u pretilosti
moze biti i do 40 % ili 50 %. Pojacano izluc¢ivanje FFA, zasi¢enih masnih kiselina i oksidiranih
LDL-c te LPS promjenom crijevne mikroflore u pretilosti aktivira miruju¢e makrofage i adipocite

Sto dovodi do izlu€ivanja proupalnih citokina, kao $to su IL-6, IL-1p i kemokina MCP-1, CCR2 i
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CCRS. Ovi citokini dodatno mogu potaknuti novac¢enje monocita i diferencijaciju M1 makrofaga
u masnom tkivu. U klasi¢no aktiviranim (M1) makrofagima pojacano izrazeni iNOS-a pridonosi
upali masnog tkiva, inzulinskoj rezistenciji 1 raznim metaboli¢kim bolestima ukljucujuéi steatozu
1 fibrozu. Ovim bolestima jetre pridonosi, osim inzulinske rezistencije, hiperglikemija i
hiperlipidemija s akumulacijom TG u hepatocitima (poremecena beta-oksidacija), ali 1 drugi
¢imbenici ukljucujuci oksidacijski stres, apoptozu i crijevne endotoksine. Nasi su rezultati pokazali
da u skupinama najizraZenijeg oksidacijskog stresa, najveéeg porasta tezine i zabiljezenih
glikemijskih promjena (HFD s 13 cRA), postoji i porast serumske, bubrezne i jetrene koncentracije

NO.

NaruSavanje ravnoteze izmedu oksidansa 1 antioksidansa, poznat u literaturi kao
oksidacijski stres, Cesto se navodi kao vazan patogenetski mehanizam pocetka razvoja i
napredovanja metaboli¢kog sindroma i njemu pridruZzenih poremecaja (281,282). Kao §to je u
uvodu spomenuto, oksidacijski poremecaj predstavlja povecano stvaranje ROS i RNS u stanicama,
uz smanjenje antioksidansa poput vitamina C, E 1 A, te endogeno proizvedenih SOD, GSH i CAT.
Navedna zbivanja uzrokuju oStecenja lipida, proteina, ugljikohidrata i DNA u stanicama

rezultirajuci stani¢nim i tkivnim os$te¢enjima (113,115).

HFD takoder vodi povec¢anom oksidacijskom stresu, $to je u nasem istrazivanju dokazano
na tkivu jetre 1 bubrega, uz povisene vrijednosti proupalnih citokina, koji poti¢e kroni¢nu upalu na
Sto ukazuje i1 povecanje broja leukocita (leukocitoza) uz neutrofiliju kao biljeg kroni¢ne, nisko
tinjajue upale. Hiperleptinemija 1 leptinska rezistencija mogu povecati koli¢inu ROS-a,
oksidativni stres 1 potaknuti upalu na $to ukazuju 1 ranije objavljena istrazivanja potvrdujuci da
HFD vodi porastu oksidacijskog stresa u jetri i bubregu (283—-285). MDA je stabilni produkt lipidne
peroksidacije, kaskadne reakcije slobodnih kisikovih radikala s lipidima koji vode destabilizaciji
stanicne membrane. Povec¢anje MDA prati porast aktivnosti CAT i GSH posebice u skupini HFD
s visokom dozom 13 cRA. GSH nije povecan u drugim skupinama na HFD §to je u sukladu s
drugim istrazivanjima koje pokazuju da porast oksidativnog stresa ne mora biti prac¢en porastom

GSH u jetri 1 bubregu (283,285,286).

Nasi su rezultati u skladu s vec¢inom rezultata dostupne literature koji potvrduju porast
lipidne peroksidacije u jedinki na HFD (283-285). Sto se ti¢e utjecaja 13 cRA na parametre

oksidacijskog stresa, u literaturi postoje dvojaki podatci. Naime, neki radovi upucuju na
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antioksidativni u¢inak 13 cRA, kako u animalnom modelu, tako i u kulturi stanica (149,151). Druga
skupina istrazivata dokazuje prooksidativni ucinak 13 cRA u tkivu jetre, mozga i bubrega,
uzrokuju¢i mitohondrijska oStecenja u stanicama, pogodujuci lipidnoj peroksidaciji, karbonilaciji
proteina i stani¢noj smrti (137,142—144), §to je u skladu s nasim rezultatima gdje 13 cRA povecava
oksidativna oSteCenja u stanicama jetre i bubrega. U istrazivanju Rigobella i sur. zabiljeZeno je
trans RA mogu u kulturi stanica uzrokovati povecanu propusnost stani¢ne membrane jetre,

pospjeSujuci gubitak njezine funkcionalnosti (138).

Povecanjem koncentracije 13 cRA u jedinki na HFD koncentracija adiponektina raste $to
se moze pojasniti poznatim prouupalnim i antiaterogenim svojstvima adiponektina. U in vitro
istrazivanjima dokazano je da adiponektin ublazava upalu u endotelnim stanicama, miSi¢ima,
epitelnim stanicama pretezno preko aktivacije AMPK 1 ciklicke AMP-protein kinaze (287,288).
Adiponektin ima izravan u¢inak na upalne bolesti suprimirajuci stvaranje ROS i NF-kB signalni

put, te poticuéi protuupalni IL-10 (287,289,290).

Vitamin A je u masti topiv vitamin koji se veze za RBP, specifican protein koji je nuzan za
njegov prijenos u cirkulaciji. PoviSene koncentracije RBP-a i povecani izrazaj RBP-a u masnom
tkivu miSa moze uzrokovati poremecaj u inzulinskoj signalizaciji u misi¢ima i jetri, posljedi¢no
vodec¢i dijabetesu tipa I (134). S druge strane, retinaldehid, prekursor vitamina A, moZze povecati
potros$nju energije aktivacijom mitohondrijskog UCP1 proteina i poticanjem posmedivanja WAT,
te tako utjecuci na gubitak tjelesne mase (127). Moguce je da porast GSH u skupini zivotinja HFD
1 visoke koncentracije 13 cRA djelomi¢no smanjuje ucinak oksidativnog stresa, §to je vidljivo
preko blagog porasta koncentracije adiponektina u navedenoj skupini, §to je sukladno istrazivanju
Helioovaara 1 sur. (67). S druge strane, taj porast nije dostatan da bi dokinuo poremecaje u

metabolizmu glukoze i1 aterogenim pokazateljima.

Sve gore spomenuto upucuje da retinol vezan za RBP ima potpuno druk¢iju ulogu od 13
cRA u metabolizmu glukoze i lipida, Sto dodatno rasvjetljuje slozen metabolizam vitamina A.
Istrazivanja na zivotinjama i humana istrazivanja koje se bave proucavanjem veze izmedu vitamina
A 1 pretilosti, inzulinske signalizacije i dijabetesa tipa II su dvojaka, 1 vazno je uzeti u razmatranje
druge ¢imbenike poput genetike, dobi, spola, raspodjele masnog tkiva, funkcije bubrega (127), Sto
sve utjeCe na ulogu vitamina A u pretilosti, raspodjeli masnog tkiva u organizmu i koncentraciji

glukoze.
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Sazimaju¢i podatke dobivene u ovom istrazivanju, svi rezultati iz naSeg istrazivanja upucuju
da HFD prehrana Lewis Stakora uzrokuje pretilost, §to je potvrdeno zabiljezenim porastom tjelesne
mase, pretilos¢u, dislipidemijom, hiperleptinemijom, visokim vrijednostima VLDL-a,
oksidativnim stresom jetre i bubrega te povec¢anjem u aterogenim pokazateljima. Dodatak 13 cRA
imao je negativan u¢inak na sve istrazivane parametre u HFD hranjenih Lewis takora. Cini se da
razliCiti sojevi Stakora razli¢ito odgovaraju na prehranu bogatu mastima, osobito uz dodatak 13
cRA. Daljnja istrazivanja su potrebna za razjaSnjavanje imunosnih i histopatoloskih promjena u

tkivima 1 razjaSnjavanje uloge 13 cRA u STD 1 HFD hranjenih Stakora soja Lewis.
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Temeljem dobivenih rezultata donosimo zakljucke kako slijedi:

— Dugorocna prehrana Stakorica soja Lewis s HFD, u odnosu na STD prehranu, uz primjenu

13 cRA u ranoj fazi zivota vodi metabolickim 1 biokemijskim promjenama:

porastu tjelesne mase, povecanju ukupnog masnog tkiva i adipoznog indeksa
poremecaju lipidnih odrednica u krvi, porastu TG, TC, LDL-c, VLDL-c te
smanjenju razine HDL-c 1 nastanku dislipidemije,

poremecaju razine hormona leptina i adiponektina te nastanku hiperleptinemije,
smanjenju oralne tolerancije na glukozu, poremecaju odnosa TG/HDL-c i1 porastu
leptina

povecanju upalnih odrednica u serumu, porastu NO 1 Thl citokina (IL-1[3, IL-6,
INF-y) te polarizaciji makrofaga prema M1 makrofagnom fenotipu

povecanju oksidativnog stresa u jetri i bubregu

povecanju aterogenih pokazatelja u krvi AIP, AC, CRR te smanjenju CPI

pojavnosti histopatoloskih promjena u jetri, posebice mikrovezikularne steatoze.

— Dugoroc¢na prehrana Stakorica soja Lewis s 13 cRA u kombinaciji sa STD nije izazvala

znacajne metabolicke promjene, osim:

neznatnog poveénja razine TG, TC i aterogenih odrednica

smanjenja razine leptina.
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Cilj istrazivanja: Cilj je rada bio istraziti ulogu visokomasne hrane i derivata vitamina A, 13 cRA

na metabolicke, upalne i adipogene parametre u Zenki Stakorica soja Lewis.

Nacrt studije: Stakorice soja Lewis podijeljene su u 2 velike skupine, hranjene standardnom (STD)
1 visokomasnom (HFD), gdje 45 % od ukupne energije otpada na zasi¢ene masti) hranom.
Patofizioloske promjene izazvane su oralnom primjenom 13-cis retinoi¢ne kiseline (13 cRA)
gastri¢nom kanilom u dozi od 7,5 mg/kg i 15 mg/kg tijekom 30 dana. Kontrolna skupina je
obradena suncokretovim uljem. Nakon 30-dnevne obrade, Zivotinje su dodatnih 30 dana hranjene

STD ili HFD hranom ad libitum prema protokolu te zrtvovane 60 dana.

Materijal i metode: Tijekom pokusa pracena je tjelesna masa, a neposredno prije Zrtvovanja,
napravljen je oralni test tolerancije na glukozu (OGTT test). Prilikom Zrtvovanja uzeti su uzorci
krvi iz abdominalne aorte za hematolosku i biokemijsku analizu, analizu lipidograma i aterogenih
pokazatelja, koncentracije NO, arginaze i 12 proupalnih citokina, hormona leptina i adiponektina.
Iz tkiva jetre 1 bubrega analizirani su parametri oksidacijskog stresa, a dio tkiva jetre posluzio je za
histolosku analizu i procjenu stupnja steatoze i fibroze dok je masno tkivo uzeto za procjenu

adipoznog indeksa.

Rezultati: Prehrana bogata mastima uz dodatak 13 cRA dovela je do povecanja tjelesne mase
Stakora, adipoznog indeksa, dislipidemije, hiperleptinemije, koncentracije VLDL-a, oksidativnog
stresa jetre 1 bubrega, te aterogenih pokazatelja. Primjena 13 cRA u jedinki na STD nije dovela do
promjena tjelesne mase tijekom 60-dnevnog tretmana, ali je dovela do blage promjene lipidograma,

a dislipidemija je od ranije poznata nuspojava primjene retinoida.

Zakljucak: 13 cRA 1 HFD utjecu na metabolicke parametre, metabolizam glukoze i lipida te
njihova primjena ima razlicit utjecaj na metabolicke parametre u ovisnosti o primjeni STD ili HFD
hrane. Rezultati doprinose rasvjetljavanju sloZzene uloge derivata vitamina A u patogenezi
pretilosti. Ostali se ¢imbenici, poput genetike, soja kojem je primijenjena terapija, starosti, spola,

raspodjele masnog tkiva u organizmu takoder trebaju uzeti u obzir.

Kljucéne rijeci: isotretinoin; lipidi; metabolicki sindrom; oksidativni stres; visokomasna hrana
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THE EFFECT OF HIGH FAT DIET AND 13-CIS RETINOIC ACID APPLICATION ON
LIPID PROFILE, GLYCEMIC RESPONSE AND OXIDATIVE STRESS IN FEMALE
LEWIS RATS

Study objective: The aim of this study was to determine the effect of high fat diet and 13 cRA, on

metabolic, adipogenic and inflammatory parameters in female Lewis rats.

Study design: Rats were divided into two groups: rats fed STD and fed HFD, where saturated fatty
acids accounted for 45 % of total energy. There were three additional groups (6 rats per): two
groups that received 13 cRA (7,5 mg/kg and 15 mg/kg) during a 30-day period and the control

group that was given sunflower oil. Animals were sacrificed after 60 days.

Material and methods: Body weight was monitored during the experiment. Shortly before the
sacrifice, OGTT was performed. Venous blood sample was taken for haematological, biochemical
analysis, levels of NO, arginase and proinflammatory cytokines, leptin and adiponectin, lipidogram
and atherogenic parameters. Samples of liver and kidney tissue were taken for the analysis of

oxidative stress parameters and liver tissue was also histologically analysed.

Results: High fat diet with the 13 cRA supplementation resulted in increased weight gain, adiposity
index, dyslipidaemia, hyperleptinaemia, VLDL concentrations, liver and kidney oxidative stress
and atherogenic indices. Administration of 13 cRA in Lewis rats fed STD did not change the weight
of the animals during the 60-day treatment, but it did lead to a slight change in lipidogram
parameters. Here it should be noted that dyslipidaemia is an already known side effect of retinoid

application.

Conclusion: 13 cRA and HFD affect metabolic parameters, as well as glucose and lipid
metabolism. Its administration has a different effect on metabolic parameters, depending on
whether the STD or the HFD was applied. This study further clarified the complex role of vitamin
A derivates in obesity pathogenesis. It is also important to consider other factors, such as genetics,
particular strain which was given the therapy, age, sex, and adipose tissue distribution in the

organism.

Keywords: high fat diet; isotretinoin; lipids; metabolic syndrome; oxidative stress
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