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1. UvOD

1. UvOD

1.1. Prehrana

Prehrana je biokemijski i fizioloSki proces u kojem organizam koristi hranu za odrzavanje
zivota. Ukljucuje unos, apsorpciju, asimilaciju, biosintezu, katabolizam i izlu¢ivanje (1). lako
je tisu¢lje¢ima poznato da je prehrana vrlo vazna za ljudsko zdravlje, znanost o ljudskoj
prehrani relativno je mlada. Otkricem esencijalnih nutrijenata u prehrani ubrzano je znanstveno
razumijevanje biokemijskih procesa i kompleksnih interakcija povezanih s tim nutrijentima.
Klini¢ka prehrana pocela se razvijati kako bi pokazala utjecaje prehrane na sve organske
sustave te pomogla u prevenciji 1 lijeCenju bolesti, uklju¢uju¢i kardiovaskularne bolesti,
zlo¢udne bolesti, bolesti jetre, dijabetes, osteoporozu, plu¢ne bolesti te brojne druge (2). Nakon
Sto je nedvojbeno utvrdeno da nacin prehrane utjeCe na razvoj razli¢itih bolesti, brojne
znanstvene 1 struéne organizacije diljem svijeta pocele su razvijati algoritme za
javnozdravstveno djelovanje u cilju smanjivanja negativnih utjecaja nepravilne prehrane na
zdravlje (3). U navedene aktivnosti bilo je potrebno ukljuciti genetska, mikrobioloska,
epidemioloska, biokemijska, ekonomska i druga istrazivanja, buduéi da je problem vrlo slozen
i multidisciplinaran. Nutritivna genomika je znanstvena disciplina koja na molekularnoj razini
pokusava objasniti kako nutrijenti i druge bioaktivne komponentne hrane stupaju u interakciju
s genima te kakav utjecaj ta interakcija ima na zdravlje pojedinca (4). Novije studije naglasavaju
povezanost mikrobiote u crijevima s utjecajem prehrane na organizam (nutriepigenomika) (5).

Ovisno o regionalnoj raspodjeli, namirnicama koje prevladavaju u prehrani te navikama
stanovnistva, poznati Su razli¢iti tipovi prehrane. Primjerice, mediteranska prehrana sastavljena
je ve¢inom od ribe, mononezasi¢enih masnih kiselina iz maslinovog ulja, voéa, povréa,
cjelovitih Zitarica, oraSastih plodova te umjerene konzumacije alkoholnih pi¢a. Dokazano je da
mediteranska prehrana prevenira nastanak ili smanjuje posljedice sréanoZilnih bolesti,
karcinoma dojke, psihijatrijskih bolesti, karcinoma debelog crijeva, dijabetesa, pretilosti, astme,
poremecaja spolne funkcije te brojnih drugih. Takoder, mediteranska prehrana poboljsava
lipidni status, snizava razinu upalnih markera te odnos struka i bokova kao nac¢ina kvantifikacije
pretilosti, a samim time i mjere ishoda u sr¢anozilnih incidenata kako u opservacijskim, tako i
u randomiziranim kontroliranim studijama (6 — 8). Nasuprot mediteranskoj prehrani, tzv.
zapadnjacka prehrana (engl. Western diet) sadrzi veliku koli¢inu zasi¢enih masnih kiselina i
jednostavnih Secera. Osim toga sadrzi i malu koli¢inu voéa i povréa, a veliku koli¢inu natrija iz

kuhinjske soli. Porcije su velike s velikom energetskom vrijedno$éu (9). Takav nacin prehrane
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vodi u pretilost, a posljedi¢no se razvijaju sréanozilne bolesti, maligne bolesti, Secerna bolest
tipa 2, poremecaji reproduktivne funkcije, kognitivni poremecaji, poremecaji imunoloskog
sustava (10 — 12).

U razvijenim druStvima uvrijezeno je misljenje da su negativni utjecaji prehrane na
organizam samo posljedica prekomjernog unosa odredenog tipa nutritivnog izvora energije.
Medutim, brojni su negativni utjecaji manjkavog kalorijskog unosa. On moze biti posljedica
svjesnog gladovanja koje za cilj ima smanjenje prekomjerne tjelesne tezine (13), ali moze biti
i posljedica psihi¢ke bolesti (bulimija, anoreksija) (14), tjelesne bolesti (15) ili niskih socijalnih
uvjeta (16,17). Nedovoljno zadovoljavanje nutritivnih potreba moze se ocitovati kroz glad,
malnutriciju, hiponutriciju, maj¢insku pothranjenost, djecje zaostajanje u rastu, djecje
gladovanije ili deficijenciju mikronutrijenata (18). Posljedice nedovoljne prehrane vidljive su
na svim organskim sustavima. NaruSava se crijevna mikrobiota, dolazi do propadanja miSi¢nog
tkiva, smanjuje se organska i mineralna gustoca kosti, razvijaju se hematoloski poremecaji
poput anemije. Katabolizam vodi u nakupljanje kiselih metabolita, narusena je imunoloska
obrana organizma te su osobe sklonije infekcijama (19,20). Problem gladi nije ekskluzivno
vezan samo za ekonomski nerazvijene zemlje Afrike, nego se s istim problemom suocava i sve
veci broj siromasnih stanovnika ekonomski razvijenih zemalja Zapada (19).

Javnozdravstvenim aktivnostima pokuSavaju Se ustrojiti smjernice za pravilnu
prehranu. One sadrzavaju savjete o uravnotezenom unosu prehrambenih namirnica, pravilan
vremenski tijek njihovog unosa te redovitu tjelovjezbu (21, 22). U siromas$nim zemljama
razvijaju se inicijative za borbu protiv gladi i malnutricije, posebno u djece, ¢ime se znacajno

smanjuje pobol i mortalitet (23).

1.2. Pretilost

Pretilost mozemo definirati kao stanje prekomjernog ili ekstremnog nakupljanja masnog
tkiva s posljedi¢énim narusavanjem zdravlja jedinke (24). Prekomjerna tjelesna masa (engl.
overweight) i pretilost (engl. obesity) pripadaju skupini najvecih javnozdravstvenih problema
danasnjice. Posljednjih godina neprestano se primjecuje povecanje njihove ucestalosti pa se
smatra da u razvijenim zapadnim zemljama ¢ak 40 % stanovnika ima prekomjernu tjelesnu
masu, a 13 % je pretilo (25).

Pretilost nije jedinstven poremecaj, ve¢ predstavlja heterogenu skupinu stanja razli¢itih
uzroka koji rezultiraju pretilim fenotipom. Pretilost ukljucuje sloZene etioloske veze izmedu
genetskih, metabolic¢kih i neuralnih karakteristika s jedne strane te ponasanja, prehrambenih

navika, tjelesne aktivnosti i socijalno — kulturnih cinitelja s druge strane (26, 27). Takoder,
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predstavlja i podlogu za razvoj kroni¢nih bolesti s najve¢om prevalencijom u modernom
drustvu, poput koronarne sréane bolesti, hipertenzije, hiperlipidemije, razli¢itih vrsta zlo¢udnih
bolesti te drugih poremecaja zdravlja. Endokrinoloske promjene povezane su s metaboli¢kim
bolestima i neplodnosc¢u, a respiratorni problemi rezultiraju apnejom u snu, hipoventilacijom,
aritmijama i ponekad posljedi¢nim sréanim zatajenjem. Pretilost, dakle, nije samo socijalna
stigma nego 1 bolest s teskim posljedicama za pojedinca i velikim tro§kovima za drustvo (28).
Visak makronutrijenata u masnom tkivu sluzi kao poticaj za oslobadanje upalnih medijatora
poput faktora nekroze tumora alfa (TNF-a) i interleukina 6 (IL-6) te smanjuje proizvodnju
adiponektina, predisponirajuci upalno stanje i oksidativni stres. Prevencija nastanka pretilosti
trebala bi biti prioritet djelovanja javnog zdravstva, a ona mora zapoceti jo$ od ranog djetinjstva,
pa cak i prije toga, kako bi se §to ranije sprijecila pojava svih posljedica na zdravlje pojedinca

i cijele zajednice.

1.2.1. Metaboli¢ki zdrava pretilost

Koncept metabolicki zdrave pretilosti razvio se iz zapazanja Jeana Vaguea iz 1950 — ih
da pojedinci s pretilos¢u imaju razli¢itu predispoziciju za dijabetes i aterosklerozu, $to bi moglo
biti povezano s raspodjelom tjelesne masti (29). Metabolicki zdrava pretilost podrazumijeva da
podskupina pretilih pojedinaca moze biti liSena sr¢anozilnih i metaboli¢kih ¢imbenika rizika
koji obicno prate pretile osobe s disfunkcijom masnog tkiva i inzulinskom rezistencijom,
poznatom kao metaboli¢ki sindrom ili fenotip metabolicki nezdrave pretilosti.

Medu autorima postoje razli¢iti stavovi o pojedinim fenotipskim parametrima koji
definiraju ovaj poremecaj. Medutim, ve¢ina njih prihvatila je da se radi o pacijentima s
indeksom tjelesne mase (ITM) > 30kg/m?, sistolickom tlaku nizem od 140 mmHg,
dijastolickom tlaku nizem od 90 mmHg, glukozom u krvi nizom od 7 mmol/l, koncentracijom
triglicerida nizom od 1,7 mmol/l, vrijednostima lipoproteina velike molekularne mase (engl.
high density lipoprotein, HDL) veéom od 1 mmol/l te isklju¢ivanjem Kkoristenja
antihipertenziva, antidijabetika i hipolipemika iz redovite terapije (30,31). Metaboli¢ki zdrave
pretile osobe takoder imaju manji volumen visceralne masti, manju koli¢inu masti u jetri, vecu
koli¢inu masti na ekstremitetima te su tjelesno aktivnije (32). Cini se da pojedinci s metabolicki
srediSnju ulogu funkcije masnog tkiva u metabolickom zdravlju (33,34). Dok odsutnost
metabolickih abnormalnosti moze smanjiti rizik od dijabetesa tipa 2 i sr¢anozilnih bolesti kod
metaboli¢ki zdravih osoba u usporedbi s nezdravim osobama s pretilo$¢u, on je jo§ uvijek veci

u usporedbi sa zdravim osobama normalne tjelesne mase.
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Cini se da je metaboli¢ki zdrava pretilost prijelazni fenotip izmedu urednih metabolickih
funkcija i metabolickog sindroma u nezdravoj pretilosti. Vecina metabolicki zdravih pretilih
osoba kroz vrijeme razviju barem neke od bolesti iz skupine metaboli¢kog sindroma (35).
Osobe s metabolicki zdravom pretiloS¢u mogu se naci u bilo kojoj dobnoj skupini, ali s
porastom dobi pokazalo se da je prevalencija metaboli¢ki zdrave pretilosti sve niza (31). Cak
30 % Zena u predmenopauzi s metabolicki zdravom pretilos¢u razvit ¢e metabolicke i
sréanozilne bolesti do postmenopauze. Taj podatak sugerira da promjene u spolnim hormonima
mogu igrati ulogu u prijelazu izmedu metabolicki zdrave u metaboli¢ki nezdravu pretilost (36).
Muskarci su skloniji ranijoj tranziciji ka metabolicki nezdravoj pretilosti, vrlo vjerojatno zbog
izostanka zastitnog ucinka zenskih spolnih hormona. U mladih osoba moguce je dugotrajnije
odrzati stanje metaboli¢ki zdrave pretilosti. Takoder, manje izrazena pretilost ima bolje
prognostic¢ke karakteristike (37). Metaboli¢ki zdrava pretilost predstavlja model za prou¢avanje
mehanizama koji povezuju pretilost s kardiometabolickim komplikacijama. Osim toga, moze
posluziti i kao jedan od ciljeva u tijeku lijecenja pretilosti, buduci da je poznato da je lijeCenje
pretilosti vrlo slozeno i mukotrpno te zahtijeva multidisciplinarni pristup (38). Cilj lije¢enja
pretilosti ne bi trebao biti samo gubitak na tjelesnoj tezini nego bi trebalo teziti poboljSanju
metaboli¢kih parametara. Kod metabolicki zdravih pretilih osoba samo umjereni gubitak

tjelesne tezine moze metaboliCke parametre dugotrajno odrzavati urednima (34).

1.3. Masno tkivo

Znanstvenici su tijekom povijesti masno tkivo dugo smatrali samo pasivnim skladiStem
energije, bez vaznije metabolicke funkcije. Unazad nekoliko desetljeca, intenziviranjem
istrazivanja u podrucju histologije i fiziologije masnog tkiva, postalo je jasno da je ono aktivan
metabolicki i endokrini organ (39). Iako masne stanice, odnosno adipociti, ¢ine vise od 90 %
volumena masnog tkiva, u ukupnom broju stanica unutar masnog tkiva sudjeluju s manje od 50
% . Ostatak stanica u masnom tkivu ¢ine prekursori adipocita, endotelne stanice, imunoloske
stanice, fibroblasti te brojne druge stanice (40). Sve te komponente funkcioniraju zajedno kao

dobro regulirani sustav.

1.3.1. Vrste masnog tkiva

Na temelju mikroskopskih karakteristika, masno tkivo moZzemo podijeliti na bijelo,
smede, bez i ruziCasto masno tkivo (41). Osim temeljem morfologije, navedena tkiva
medusobno se razlikuju i svojim funkcionalnim karakteristikama.

Bijelo masno tkivo najzastupljeniji je tip masnog tkiva. Svoj naziv duguje

makroskopskom izgledu vrlo svijetlog Zutog tkiva (42). Kada se opéenito govori o0 masnom
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tkivu, u pravilo se misli na bijelo masno tkivo. Karakteristike masnog tkiva opisane u daljim
odjeljcima ove disertacije odnosit ¢e se na bijelo masno tkivo i isto ¢e se nazivati samo masnim
tkivom osim ako nije drukéije naglaSeno. Ostale vrste masnog tkiva bit ¢e spomenute te ukratko
opisane radi razumijevanja histologije i fiziologije masnog tkiva u cjelini.

Adipociti bijelog masnog tkiva su stanice s unilokularnim masnim kapljicama u
citoplazmi. Oni su velike sferi¢ne stanice razli¢itog promjera (0d 10 um do vise od 100 um u
ljudi, a u glodavaca oko 30 % manje). Jezgra stanice potisnuta je periferno. Citoplazma ¢ini
samo uski rub oko masne kapljice te sadrzi organele. Najvidljivija organela je mitohondrij (41).

Smedi adipociti imaju manju povrsinu nego bijeli, njihova citoplazma sadrzi vise masnih
vakuola, okruglu jezgru i mnogobrojne, velike, sferiéne mitohondrije. U njihovim
mitohondrijima nalazi se mitohondrijski protein razdvajanja 1, UCP1 (engl. uncoupling protein
1), koji osigurava termogenetsku ulogu smedih adipocita, Sto i jest primarna uloga smedeg
masnog tkiva (43). Smede masno tkivo najzastupljenije je u malih sisavaca u interskapularnoj,
subskapularnoj, aksilarnoj i cervikalnoj regiji, a takoder i u ingvinalnoj, periaortalnoj i
interrenalnoj regiji (44).

Zbog anatomskih posebnosti ljudskog tijela (razli¢itih odnos veli¢ine i povrSine tijela
nego kod malih sisavaca) u ljudi nalazimo manji postotak smedeg masnog tkiva (45).
Novorodenc¢ad posjeduje relativno vecu koli¢inu smedeg masnog tkiva zbog vecih zahtjeva za
termogenezom te se ono ve¢inom nalazi interskapularno, na vratu, aksilarnim regijama te nesto
manje retrosternalno te duz kraljeznice (46). U odrasloj dobi dolazi do smanjenja relativne
koli¢ine smedeg masnog tkiva te ono ostaje nazocno u malim koli¢inama perivaskularno, oko
srca, traheje 1 bronha te u pluénom hilusu, oko jednjaka, popre¢nog mezokolona te u velikom
omentumu. Potkozno smede masno tkivo nalazi se izmedu prednjih miSi¢a vrata te u
supraklavikularnim udubinama, infraklavikularno, u aksilama, ingvinalnim regijama te na
prednjoj trbusnoj stijenci (47) . Svakako valja napomenuti da jasne anatomske granice izmedu
smedeg 1 masnog tkiva ne postoje pa se tako u mnogim regijama tijela mogu mikroskopski
identificirati pomijesani bijeli i smedi adipociti (48).

BeZ adipociti su inducibilni oblik termogenih adipocita koji se sporadi¢no nalaze unutar
depoa bijelog masnog tkiva. Sli¢no kao smedi adipociti, bez adipociti posjeduju obilne
mitohondrije i multilokularne kapljice lipida (48). Nastanak bez adipocita u bijelom masnom
tkivu snazno je induciran uvjetima okoline i vanjskim poticajima, ukljucujuci kroni¢no
privikavanje na hladnocu, tjelovjezbu, dugotrajno lijecenje agonistima aktiviranog
proliferiranog peroksisoma gama (engl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma

PPARY) ili agonistima 3 — adrenergickih receptora, kaheksija kod malignih bolesti i ozljeda
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tkiva. Taj se fenomen ¢esto naziva ,,posmedenjem* bijelog masnog tkiva (49). Bez masno tkivo
privuklo je pozornost znanstvenika iz dva razloga. Prvo, njegovi razvojni procesi sluze kao
jedinstveni model za bolje razumijevanje nacina na koji ¢imbenici okoli$a kontroliraju sudbinu
stanice. Drugi razlog leZi u njegovoj vaznosti u odraslih jedinki, tj. njegovog obecavajuceg
potencijala za razvoj novih terapeutskih ciljeva u lijecenju pretilosti i drugih metabolickih
poremecaja (50).

Za vrijeme trudnoce te tijekom dojenja, potkozni bijeli adipociti u dojci pretvaraju se u
zlijezde koje proizvode mlijeko formirane od elemenata bogatih lipidima te se mogu definirati
kao ruzicasti adipociti. Dakle, bijeli adipociti u ovom procesu poprimili su karakteristike
visokosecerniraju¢ih stanica, dobili nove organele, morfoloski se znacajno izmijenili. Postali
su primjer alveolarnih zljezdanih stanica kakve je moguce vidjeti i u mnogih drugih Zlijezda s
vanjskim izlu¢ivanjem. Nakon dojenja, ruzicasti adipociti podlijezu apoptozi te bivaju
zamijenjeni bijelim adipocitima (51). Opisani prelazak iz jedne forme adipocita u drugu najbolji

je primjer plasti¢nosti masnog tkiva.

1.3.2. Tjelesna raspodjela bijelog masnog tkiva

Kod ljudi postoje tri glavna anatomska depoa masnog tkiva: potkozni depo gornjeg dijela
tijela, potkozni depo donjeg dijela tijela te visceralni depo. Visceralni depo moze se dalje
podijeliti na omentalni, mezenterijalni, retroperitonealni, perigonadalni te perikardijalni.
Potkozni depo gornjeg dijela tijela kategorizira se ovisno nalazi li se povrSinski ili dublje od
povrsinske potkozne fascije (lat. fascia superficialis) i on se prvenstveno nalazi u podruc¢ju
trbuha. Straznjica i bedra ¢ine potkozno masno tkivo depoa donjeg dijela tijela koji se joS naziva
i gluteofemoralnim depoom (52).

Poput ljudi, masno tkivo kod glodavaca je organ s viSe depoa. Za razliku od ljudi,
potkozno masno tkivo kod glodavaca ¢ine dva potkozna masna jastuc¢i¢a smjeStena sprijeda 1
straga. Prednji jastuci¢ nalazi se izmedu lopatica, na vratu i u aksilama. Straznji jastu¢i¢ naziva
se jo§ i ingvinalnim jastuCi¢em te Se nalazi u podru¢ju lumbalne i glutealne regije (48).
Polozajem je ingvinalni masni jastu¢i¢ usporediv s gluteofemoralnim depoom kod ljudi.
Izmedu potkoznog i koznog masnog tkiva kod glodavaca nalazi se tanki sloj glatkih misica,
dok je kod ljudi ono u kontinuitetu s koznim masnim tkivom (53).

U glodavaca je visceralno masno tkivo raspodijeljeno u perigonadalnoj regiji
(epididimalno kod muzjaka i periovarijsko u zenki), oko bubrega te u mezenteriju.

.....

tkivu u ljudi po lokalizaciji i biologiji. Taj depo nije dobro proucen zbog otezane kirurske
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manipulacije te velike koli¢ine krvnih zila koje otezavaju istrazivanje (53) . Perigonadalno
masno tkivo najdostupnije je te se zbog toga ono najcesée koristi u istrazivanjima visceralnog
masnog tkiva u glodavaca. Ljudi nemaju analogno masno tkivo perigonadalnom te postoje
sugestije da se ovo tkivo treba smatrati ,,perivisceralnim® masnim tkivom. Takoder, u
glodavaca ne postoji ili je tek neznatno razvijeno omentalno masno tkivo (52,54).

Povecana koli¢ina visceralnog masnog tkiva povezana je s nastankom dijabetesa,
poremecaja lipidnog metabolizma i drugih metabolickih bolesti (55). Normalna koli¢ina
potkoznog masnog tkiva povezana je s o¢uvanom osjetljivos¢u na inzulin i Smanjenim rizikom
razvoja dijebetesa tipa 2 i ostalih metabolickih bolesti (56).

Zakljucno, iako je masno tkivo organ s vise depoa 1 kod ljudi i kod glodavaca, postoje

anatomske razlike koje treba uzeti u obzir.

1.3.3. Metaboli¢ka i imunoloska funkcija masnog tkiva

Masno tkivo kao vrlo aktivan endokrini organ lu¢i mnostvo razli¢itih tvari koje sudjeluju
u metaboli¢kim, endokrinim i imunolo§kim procesima u organizmu (39). Opéenito ih mozemo
podijeliti na proteine koji imaju metabolicke efekte na udaljene stanice i tkiva te na enzime
ukljucene u metabolizam steroidnih hormona (57).

Prvi protein za kojeg je dokazano da je produkt lu¢enja masnog tkiva bio je leptin. Leptin
se luc¢i proporcionalno masi masnog tkiva i prehrambenom statusu, ali je njegovo lucenje
regulirano i preko brojnih drugih sustava. Njegovo luéenje povecavaju inzulin, glukokortikoidi,
TNF-a 1 estrogeni, a smanjuju androgeni, slobodne masne kiseline, beta adrenergicka aktivnost,
hormon rasta i drugi (58). Najvaznije je djelovanje leptina odrzavanje energetske homeostaze.
Preko centralnih sustava kontrole on je zapravo signal dostatnosti energije i u stanjima sitosti
njegovo se lucenje smanjuje (59). Osim toga, leptin sudjeluje u regulaciji menstruacijskog
ciklusa, regulira razinu lucenja glukokortikoida, djeluje na imunoloski sustav, hematopoezu,
angiogenezu i izgradnju kosti (39). Zbog svog iznimno vaznog djelovanja na mnoge sustave u
organizmu, leptin predstavlja prototip za sve endokrine hormone porijekla masnog tkiva (60).
Nadalje, vazni proteinski derivati masnog tkiva su proupalni citokini TNF-a 1 IL-6. U masnom
tkivu luce ih adipociti 1 stromovaskularne stanice. Njihove koncentracije koreliraju s pretilos¢u
1 smatra se da su vazni Cinitelji u nastanku inzulinske rezistencije 1 pretilosti. Koncentracije im
opadaju sa smanjenjem tjelesne mase (61). Oni su dokaz tzv. tihe upale u organizmu koja je
jedna od osnovnih karakteristika pretilosti (62). Sljede¢i vazan protein kojega luce zreli,
diferencirani adipociti je adiponektin. Lucenje adiponektina vece je u supkutanom nego u

visceralnom masnom tkivu. Koncentracija adiponektina snizena je kod pretilih osoba i
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dijabeticara pa se smatra da hipoadiponektinemija sudjeluje u patofiziologiji ovih stanja (61).
Ukupno gledano, adiponektin je jedini hormon porijekla masnog tkiva s antidijabeti¢kim,
protuupalnim i antiaterogenim djelovanjem (63). Opisani su i brojni drugi proteinski hormoni
porijekla masnog tkiva ukljuc¢eni u homeostatske endokrinoloske mehanizme (rezistin, adipsin,
renin, angiotenzin, inhibitor aktivatora plazminogena i mnogi drugi), ali njihova detaljna
analiza prelazi okvire ovog rada.

Iako nadbubrezna Zlijezda i gonade sluze kao primarni izvor cirkuliraju¢ih steroidnih
hormona, masno tkivo sadrzi pregrst enzima za aktivaciju, pretvorbu i inaktivaciju steroidnih
hormona. Budu¢i da masno tkivo zauzima veliki postotak tjelesne mase, ono pridonosi velikim
udjelom sintezi steroidnih hormona pa tako masno tkivo sintetizira 100 % estrogena
postmenopauzalnih Zzena i 50 % testosterona u premenopauzalnih Zena (60). Spolni steroidi
takoder su uklju€eni u postojanje dismorfi¢ne raspodjele masnog tkiva kod muskaraca i zZena te
raspodjele masnog tkiva ovisno o dobi. Tako premenopauzalne Zene teze nakupljanju u donjim
dijelovima tijela i to u potkoznom skladistu masnog tkiva, a muskarci i postmenopauzalne zene
imaju poveéanu koli¢inu masnog tkiva u podru¢ju abdomena (64). Dva su najvaznija enzima
uklju¢ena u metabolizam steroidnih hormona citokrom P450 — ovisna aromataza i 17f-
hidroksisteroid dehidrogenaza (17 — BHSD). Oba ova enzima dobro su eksprimirana u
stromalnim stanicama masnog tkiva i preadipocitima. Citokrom P450 — ovisna aromataza
katalizira konverziju androgena u estrogene: androstendion u estron i testosteron u estradiol.
Enzim 17 — BHSD Kkatalizira konverziju slabijih androgena i estrogena u njihove potentnije
produkte: androstendion u testosteron i estron u estradiol (60). Poremecaji u funkciji ovih
enzima porijeklom iz masnog tkiva ubrajaju se u najvaznije patofizioloske ¢imbenike nastanka
kroni¢nih hiperandrogenih anovulacija, od kojih je najée$c¢i sindrom policisticnih jajnika

(PCOS) i vode u posljediénu neplodnost (65).

1.3.4. Ekspanzija masnog tkiva

Koli¢ina masnog tkiva moze se povecavati na dva na¢ina: rastom broja masnih stanica ili
hiperplazijom te porastom volumena postoje¢ih masnih stanica ili hipertrofijom. Ravnoteza
izmedu ova dva nacina porasta koli¢ine masnog tkiva odraZzava njegovu morfologiju. Masno
tkivo s manjim brojem adipocita vec¢eg volumena naziva se hipertroficnim, dok se masno tkivo
s ve¢im brojem adipocita malog volumena naziva hiperplasticnim (66). Genetika i prehrana
doprinose prevagi jednog od ovih dvaju oblika ekspanzije (67). Hipertroficno masno tkivo
povezuje se s nastankom poremecaja osjetljivosti na inzulin, dijabetesa i sr¢anozilnih bolesti

(68). Nasuprot tome, hiperplasticno masno tkivo povezano je s povoljnijim metaboli¢kim
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parametrima (69). Centralni tip pretilosti karakteriziran je ve¢om koli¢inom hipertofi¢nih
adipocita, dok je periferni tip pretilosti karakteriziran ve¢im brojem adipocita normalnog
volumena, §to je dokaz da se ekspanzija masnog tkiva dogada hiperplazijom (70). Te spoznaje
sugeriraju da morfologija masnog tkiva ima vazan utjecaj za rizik od razvoja bolesti.

Hiperplazija adipocita predstavlja nastanak novih adipocita iz progenitornih stanica.
Sposobnost stvaranja novih masnih stanica putem adipogeneze kriti¢na je determinanta zdrave
distribucije i remodeliranja masnog tkiva (71). Nuklearni hormonski receptor PPARY je glavni
regulator diferencijacije adipocita. On se eksprimira u stanicama prekursorima adipocita ili
preadipocitima. U istrazivanju na misevima, jedinke kojima nedostaje PPARy imale su
smanjenu ili odsutnu moguénost akumulacije triglicerida u stanice te su bili rezistentni na
inzulin. PPARy moze pokrenuti diferencijaciju adipocita iz fibroblasta ili drugih stanica
mezenhimalnog podrijetla (72,73).

De novo adipogeneza povezana je s dobi, na¢inom prehrane i trajanjem prehrane, a
takoder 1 s depoom masnog tkiva. Kim i sur. tijekom istrazivanja na miSevima dokazali su da
je kod mladih miSeva povecan unos hrane povecao adipogenezu, a kod odraslih miSeva
hiperplazija je dokazana samo u visceralnom masnom tkivu i to nakon dugotrajnog hranjenja
hranom s visokim udjelom masti (74).

Hipertrofija adipocita dominantan je mehanizam ekspanzije masnog tkiva u odrasloj dobi.
U slucaju povecanog energetskog unosa, dolazi do akumulacije lipida unutar adipocita te do
povecanja njihovog volumena. Osim §to akumuliraju visak lipida, adipociti hipertrofijom Stite
ostatak organizma od lipotoksi¢nosti (75). Korelacija izmedu hipertrofije adipocita i
metabolicke bolesti ovisi o prethodnim uvjetima u organizmu. Tako mrSave jedinke s
adipocitima manjeg volumena eksprimiraju losiji metabolicki odgovor na prekomjerno
hranjenje Sto sugerira da kod mrSavih ljudi krupniji adipociti djeluju zastitno i mjera su
kapaciteta za akumulaciju lipida. Medutim, kod pretilih osoba adipociti rastu preko tzv.
hipertofi¢nog praga iznad kojeg je prekoracen kapacitet adipocita da akumulira lipide Sto
dovodi do ektopicnog talozenja lipida u perifernim tkivima (76). Dakle, ekstremna hipertrofija
adipocita u pretilosti povezana je metabolickim bolestima kako u laboratorijskih Zivotinja, tako
i u ljudi. Ukoliko adipociti narastu na promjer veéi od 100 pum, difuzija kisika u adipocite
postaje otezana, aktivira se oksidativni stres te lokalna upala i posljediéna metaboli¢ka
disfunkcija (77). Hipertrofija adipocita visceralnog masnog tkiva povezana je s dislipidemijom
neovisno o tjelesnoj konstituciji i distribuciji masnog tkiva u Zena (78). Sami procesi koji

reguliraju hipertrofiju adipocita nedovoljno su razjasnjeni.
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Prekomjerno talozenje ekstracelularnog matriksa u obliku fibroze obiljezje je masnog
tkiva u pretilosti, a nekoliko istrazivanja pokazalo je obrnutu srazmjernost izmedu veliCine
adipocita i fibroze. Navedeno otkric¢e sugerira ulogu fibroze u negativnoj regulaciji hipertrofije
adipocita (74). To¢nu ulogu fibroze masnog tkiva u metabolickim bolestima potrebno je
dodatno istraziti. Muir i sur. svojim istrazivanjem postavili su model po kojem je smanjena
fibroza u metabolickoj bolesti povezana s arhitektonikom tkiva koja dopusta hipertrofiju
adipocita 1 ogranicava hiperplaziju preadipocita, §to rezultira rastom postojecih adipocita koji

postaju metabolicki osteceni (79).

1.4. Utjecaj masne prehrane na nastanak metabolickih bolesti

Posljednjih je godina kroni¢na prekomjerna prehrana, poput konzumacije hrane s visokim
udjelom masti, prepoznata kao znacajan rizi¢ni faktor za bolesti poput dijabetesa i odredene
vrste malignih bolesti. Mehanizmi kojima masna prehrana uzrokuje negativne ucinke jos uvijek
nisu potpuno objasnjeni.

Masna prehrana inducira upalu niskog intenziteta u cijelom organizmu. Razine
endotoksina (primjerice lipopolisaharida), cirkulirajuc¢ih slobodnih masnih kiselina i medijatora
upale su poviSene kao odgovor na masnu prehranu, rezultirajuéi sustavnom upalom niskog
intenziteta i izmijenjenom homeostazom u mnogim organima poput masnog tkiva, pankreasnih
otoCi¢a, miSi¢a, mozga, krvnih Zila, jetre, crijeva (80,81). Promjene u crijevnoj mikrobioti
uzrokovane masnom prehranom te izravni u¢inci slobodnih masnih kiselina na stanice sluznice
crijeva mogle bi biti prvi korak u razvoju kroni¢ne sustavne upale (82). Pojedinci ¢ija su crijeva
bogatija bakterijskom florom manje izrazavaju pretili fenotip te je kod njih razina mastima
inducirane upale niza nego u onih sa siromasnijom bakterijskom florom u crijevima (83).
Promjena u crijevnoj mikrobioti aktivira signalni put receptora sli¢nih Tollu (engl. Toll — like
receptors, TLR) §to vodi vecoj propusnosti stanica sluznice crijeva za endotoksine i posljedi¢no
translokaciji endotoksina u cirkulaciju (84). Dodatno, povecana koli¢ina slobodnih masnih
kiselina izravno djeluje na intestinalne stanice. Povi$ena razina endotoksina i slobodnih masnih
kiselina poti¢e poja¢anu proizvodnju proupalnih citokina (IL — 1B, IL — 6, i TNF — @) u crijevu.
Drugi korak u razvoju sustavne upale moguce je da se sastoji od ulaska navedenih tvari u
sustavnu i portalnu cirkulaciju te kona¢no do sustavne upale niskog intenziteta (85). PoviSene
plazmatske koncentracije slobodnih masnih kiselina i lipopolisaharida mogu povisiti
regulacijski prag TLR-a u cirkuliraju¢ih makrofaga omogucujuci njihovu aktivaciju (M1

fenotip) i proizvodnju proupalnih citokina u cirkulaciji (84).
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Masna prehrana vodi u inzulinsku rezistenciju (86). Cak i kratkotrajna izlozenost masnoj
prehrani mijenja prag inzulinske osjetljivosti te vodi u slabiju toleranciju glukoze (87).
Poremecaj se dogada i na razini beta stanica guSterace gdje proupalni citokini negativno djeluju
na lucenje inzulina (88). Sve navedeno vodi nastanku dijabetesa tipa 2.

Unos hrane bogate mono- i polinezasi¢enim masnim kiselinama povezane su s nizim
rizikom od sréanozilnih bolesti i smrti, dok unos trans — masti i1 zasi¢enih masnih kiselina
znacajno povecava rizik od sr¢anozilnih bolesti (89). Masna prehrana u kombinaciji s
povecanim unosom ugljikohidrata jos viSe povecava rizik od smrti kao posljedice sr¢anozilnih
bolesti (90). Aterosklerotske promjene inducirane masnom prehranom dogadaju se kako na
koronarnim arterijama, tako i na aorti i perifernim arterijama (91,92). U stijenkama krvnih zila
te u perivaskularnom masnom tkivu dolazi do nakupljanja efektorskih T stanica (93). Time
sustavna upala doprinosi i patolo§kim promjenama stijenke krvnih Zila. Dolazi i do smanjenja
funkcije dusikovog oksida (NO) te smanjenja elasti¢nosti krvnih zila (94).

Masna prehrana povezana je i s viSom incidencijom upalnih bolesti crijeva. Razvoju
upalnih bolesti crijeva ne doprinosi samo sustavna upala niskog intenziteta nego i lokalna
disfunkcija tkiva (95). Povecana ucestalost Crohnove bolesti u razvijenim zemljama razmjerna
je povecanju potro$nje masti U prehrani (96). Dolazi do upale stijenke crijeva te do poremecaja
u crijevnoj mikrobioti u smislu prerastanja sluznice crijeva bakterijama koje podrzavaju upalu
kao $to su rodovi Firmicutes i Proteobacteria (97). Takoder, masna prehrana povecava rizik od
razvoja sindroma iritabilnog crijeva kao najceSceg funkcionalnog poremecaja crijeva u
modernom drustvu (98).

Upala u mnogim mozdanim strukturama poput hipotalamusa, hipokampusa, amigdale,
mozdane kore i mozdanog debla povezana je s masnom prehranom. To dovodi do kognitivnog
slabljenja, poremecaja u ponaSanju pa ¢ak i Alzheimerove bolesti (99). Kognitivni deficit
induciran masnom prehranom moze biti povezan i s oksidativnim stresom (100). Takoder,
inzulinska rezistencija ima za posljedicu nepravilno iskoristavanje glukoze u mozgu (101).

Dokazana je povezanog masne prehrane s razvojem razli¢itih vrsta malignih bolesti. Cak
i bez razvoja pretilog fenotipa, osim sustavne upale, tumorigenezu potice i lokalno i sustavno
povecana ekspresija faktora rasta (102). Masna prehrana povecava rizik od pojave
nealkoholnog steatohepatitisa koji mozZe rezultirati razvojem hepatocelularnog karcinoma
(103). U istrazivanjima nastanka karcinoma dojke, poveé¢an unos masti u prehrani rezultirao je
povisenom razinom proangiogenog faktora monocitnog kemotakticnog proteina | (engl.
Monocyte chemotactic protein I, MCP — 1). Time je povecana mikrovaskularna gustoca u tkivu

dojke sto uzrokuje proliferaciju stanica tkiva dojke uz rizik za nekontrolirano dijeljenje i
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nastanak karcinoma (104). Epidemioloska istrazivanja pokazala su da je mast iz prehrane
kriti¢ni cimbenik rizika za rak zeluca (105,106). Akumulacija masti u stanicama sluznice Zeluca
te disregulacija stani¢nog ciklusa stanicama sluznice Zeluca daje karakteristike mati¢nih stanica
koje se nekontrolirano dijele. Za ovakav scenarij karcinogeneze u sluznici zeluca odgovorni su
signalni putovi regulirani leptinom, beta kateninom i fosfoinozitid — 3 — kinazom (engl.
Phosphoinositide 3 — kinase, PI3K) (107).

1.5. Utjecaj masne prehrane na reprodukciju

Masna prehrana utjece na reproduktivnu funkciju u oba spola. Za istrazivanje utjecaja
nacina prehrane na reproduktivnu funkciju koriSteni su razliciti zivotinjski modeli, poput
Stakora, ovaca, zeCeva ili ¢ovjekolikih majmuna (108,109). Vrlo Cesto u istrazivanjima koristen
je model PCOS koji ukljucuje kroni¢ne anovulacije, hiperandrogenizam te sliku cisti¢nosti u
tkivu jajnika (110). U ovoj doktorskoj disertaciji teziste je stavljeno na histolosku sliku jajnika
te se nisu istrazivale hormonske karakteristike PCOS. Patel i sur. su istrazivali utjecaj masne
prehrane na indukciju PCOS u Stakorica te su dokazali da su Stakorice hranjene masnom hranom
imale manji broj Zutih tijela, velik broj velikih, cisti¢nih folikula te zadebljanje folikularnog
zida. Sve navedeno za posljedicu ima nepravilne i izostale ovulacije (111,112).

Masna prehrana neovisno o kalorijskom unosu interferira s normalnim reproduktivnim
ciklusom i uzrokuje funkcionalnu insuficijenciju Zutog tijela (113). U miSeva je masna prehrana
reducirala folikulogenezu u fazi primordijalnog i Graafovog folikula i ostetila kvalitetu oocite
(114). U nasem ranijem istrazivanju dokazali smo da je masna prehrana rezultirala nepravilnim
reproduktivnim ciklusom, tezim zanoSenjem, smanjenim brojem zivorodenih potomaka te
losijim prezivljenjem potomaka (115). Svi navedeni rezultati studija konzistentni su u
zaklju¢cima da iza poremecaja reproduktivne funkcije u jedinki hranjenih masnom hranom stoji
sustavna upala niskog intenziteta. Skaznik — Wikiel i sur. pokazali su na $takorskom modelu
povisene razine proupalnih citokina, povecanu infiltraciju makrofaga u tkivu jajnika neovisno
0 pretilosti (116). Hohos i sur. pronasli su brojne gene koji su pokazali snizenu ekspresiju, a
ukljuceni su u normalnu funkciju jajnika, ukljucujuci ovulaciju, luteinizaciju i luteolizu (117).
Unutar jajnika opisana je povecana infiltracija imunoloskih stanica i eskspresija gena za
proupalne citokine (118). Gao i sur. pokazali su da je u jajnicima miseva hranjenih masnom
hranom ekspresija TNF — a znacajno veca nego u kontrolnoj skupini te navedeno povezali s
pojacanom aktivacijom signalizacije posredovane s nuklearnim faktorom kB i mitogenom
aktiviranom protein kinazom (engl. mitogen — activated protein kinase, MAP) (119). |

istrazivanja povezanosti prehrambenih navika u ljudi s reproduktivnom funkcijom pokazala su
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da zene koje u prehrani koriste vise masti imaju veéu pojavnost funkcionalnih cista jajnika te
je na temelju toga izdana javnozdravstvena preporuka za smanjivanje prehrambenog unosa

masti kod Zena reproduktivne dobi (120).

1.6. Utjecaj majke na potomke — fetalno programiranje

Prenatalni razvoj prepoznat je kao kriti¢no razdoblje u etiologiji ljudskih bolesti (121).
To je osobito tako kada je nepovoljna okolina u interakciji s genetskom predispozicijom.
Koncept fetalnog programiranja sugerira da nutritivna neravnoteza majke i1 metabolicki
poremecaji mogu imati trajni i medugeneracijski u¢inak na zdravlje potomstva i na rizik od
bolesti kao §to su pretilost, dijabetes i kardiovaskularne bolesti (122). Barkerova hipoteza
postulira da niz organa i njihovih funkcija podlijeze programiranju tijekom embrionalnog i
fetalnog Zivota, Sto predstavlja polaznu toc¢ku za fizioloske i metabolicke odgovore koji se
prenose u odraslu dob (123). Stoga, svaki podrazaj ili ozljeda u kriticnom razdoblju
embrionalnog i fetalnog razvoja moze rezultirati razvojnim prilagodbama koje proizvode trajne
strukturne, fizioloSke 1 metabolicke promjene, c¢ime pojedinca predisponiraju na
kardiovaskularne, metaboli¢ke i endokrine bolesti u odraslom Zivotu (124).

Promjene endokrinih, nutritivnih i kardiovaskularnih uvjeta u placenti majke utje¢u na
ekspresiju fetalnog genoma tako da se isti moze prilagoditi tijekom razvoja. Fetalni genom tako
odreduje potencijal za intrauterini rast, ali stvarni rast odreden je prvenstveno u¢incima okolisa
(8to kod fetusa Cini placenta) od kojih je najbitnija prehrana (125). Fetalno programiranje moze
utjecati na gensku ekspresiju na viSe razina, a Cunningham i sur. raspodjeljuju navedene

utjecaje u nekoliko skupina (126):

Genski utisak (metilacija DNA/remodelacija kromatina)
Promjena u gustoci receptora na i u stanici
Promjene u strukturi organa i tkiva

Ponovno postavljanje hormonskih osovina

o b 0w DN

Promijenjen odgovor na stres

U raspravi 0 fetalnom programiranju, ve¢inom se spominje malnutricija majke zbog
manjka energetskog unosa. No, fetalno programiranje mozZe biti potaknuto i prevelikim
energetskim unosom c¢ime se bavi sve vise novih istrazivanja, posebno na zivotinjskim
modelima (127,128), a takav primjer je i ova doktorska disertacija.

U danasnje vrijeme zdravlje fetusa smatra se vaznijim nego ikad zbog trendova niske

stope nataliteta 1 kasnog radanja. Razumijevanje uloge i mehanizma fetalnog programiranja, $to
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ima negativan utjecaj na fetalno zdravlje kao i na zdravlje u buducnosti, ima veliku akademsku

vaznost za pronalazenje strategija intervencije u populaciji.

1.7. Zivotinjski modeli u istraZivanju utjecaja prehrane na organizam

Prospektivno istrazivanje utjecaja promjene prehrane roditelja na metabolicke
karakteristike potomaka u ljudi problemati¢no je iz viSe razloga. Prvo, nemoguce je
kontrolirano hraniti velike skupine ljudi. Nadalje, potrebno je previse vremena da bi se mogle
vidjeti promjene nastale kao posljedica promjene prehrane. Takoder, eticki je neprihvatljivo na
ljudima raditi istrazivanja koja bi im uskracivala osnovna prava na redovitu i raznovrsnu
prehranu. Stoga, kod istrazivanja pretilosti u pravilu se koriste animalni modeli, najcesce
Stakorski. Stakori imaju prosje¢an Zivotni vijek od dvije do tri godine pa su promjene inducirane
prehranom brzo vidljive (129). Takoder, moguce je fleksibilno planirati studije u skladu s
etickim nacelima i normama te kontrolirati broj jedinki.

Pri istrazivanju takozvane zapadnjacke prehrane, obi¢no se zivotinje hrane putem dva
pristupa. U prvom se koristi prehrana s visokim udjelom masnoca, dok se u drugom zivotinje
hrane hranom s visokim udjelom masnoca i ugljikohidrata. Oba ova nac¢ina prehrane dizajnirana
su kako bi u Zivotinja ,,imitirali* prehrambene navike ljudi u modernim kulturama. (130).

Takoder, koriste se i mi$ji modeli u kojima je muturan gen za leptinski receptor i to
najcesce u obliku heterozigota. U tih miSeva nema centralne kontrole uzimanja hrane u mozgu,
a zenke su tijekom trudnoce sklonije razvoju pretilosti. Tjelesna masa njihovih potomaka
takoder je veca nego tjelesna masa u kontrolnim skupinama zbog promjena u genotipu (131).
Ovakve su mutacije rijetke kod ¢ovjeka pa se rezultati ovakvih studija teze mogu translatirati
na ljudsku vrstu. Stoga je u istrazivanjima utjecaja prehrane i pretilosti na zdravlje bolje koristiti
modifikaciju nacina prehrane koji rezultiraju poremecajima koji se u ljudi klasificiraju kao

metaboli¢ki sindrom (132).
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2. HIPOTEZA

Masna prehrana majki Sprague Dawley Stakora te izmjena tipa prehrane medu generacijama
utjeCU na histoloSke 1 imunohistokemijske promjene jajnika, potkoznog i1 perigonadalnog

masnog tkiva potomaka.
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3. CILJ

Cilj ovog istrazivanja je ispitati postoje li razlike u nize navedenim obiljezjima zenskih
potomaka Stakora ovisno o prehrani majki i medugeneracijskoj promjeni prehrane:
- masi jajnika
- pojavnosti cisti¢nih formacija u jajnicima
- koli¢ini kolagena u jajnicima
- izrazaju TNF — a1 CD68 u tkivu jajnika
- veli¢ini 1 broju adipocita po jedinici povrSine potkoznog i perigonadalnog

masnog tkiva
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4. MATERIJALI | METODE

4.1. Ustroj studije

Istrazivanje je provedeno u obliku randomiziranog kontroliranog pokusa (133).

Deset Zenki Sprague Dawley $takora (lat. Rattus norvegicus) nasumicno je podijeljeno u
dvije skupine u dobi od devet tjedana. Za jednostavnu randomizaciju koriSten je generator
slu¢ajnih brojeva dostupan na mreznim stranicama te je tim postupkom svaka Stakorica imala
jednaku priliku pripasti jednoj od dviju skupina (134). Svaka zivotinja oznacena je
kombinacijom slova i brojeva $to je Cinilo jedinstven kod koji je koristen pri randomizaciji, kao
1 u ostatku istrazivanja.

Nakon podjele, za ishranu jedne skupine Stakorica koristena je standardna mjesavina
hrane za laboratorijske zivotinje (Mucedolla, Italija) (CD skupina, n = 5), a za ishranu druge
skupine $takorica koristena je hrana s ve¢im udjelom zasi¢enih masnih kiselina (Zito d. 0. 0.,
Hrvatska) (HFD skupina, n =5). U izradi dijete bogate zasi¢enim masnim kiselinama tehni¢kim
savjetima i podr$kom sudjelovao je prehrambeni tehnolog Tomislav Ivankovi¢ iz tvrtke Zito d.
0. 0. . Navedena hrana proizvedena je u skladu s uputama o proizvodnji laboratorijske hrane uz
kontrolirane uvjete proizvodnje. Takoder, postovani su standardi izrade propisani zakonima
Europske Unije i Republike Hrvatske (Narodne novine br. 135/06, 37/13, 125/13, ¢lanak 40).
Smjesa hrane kori$tena kao hrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama Kreirana je po uzoru na
tzv. ,,zapadnjacku‘ prehranu s visokim udjelom masti (35 % — 58 %). PaZljivo je ucinjen i izbor
samih masnih kiselina kojima je u kreiranoj masnoj dijeti izvor palmino ulje (koje sadrzi i do
50 % zasi¢enih masnih kiselina), dok im je u kontrolnoj dijeti izvor sojino ulje sa znatno veé¢im
udjelom nezasi¢enih masnih kiselina (gotovo 60 %). Zasi¢ene masne kiseline iz prehrane u
ranije objavljenim studijama jedan su od osnovnih uzroka pretilosti i inzulinske rezistencije te
bolesti koje se javljaju kao posljedica iste (135).

Sastav prehrane koristene u istrazivanju naveden je u tablici 4. 1.

U dobi od 15 tjedana Stakorice su sparene s istim muZjakom. Tim postupkom u najvecoj
mogucoj mjeri smanjen je utjecaj muzjaka na rezultate studije te je postignuta veca genetska
slicnost medu potocima. Nakon skotnosti koja u Stakora traje 21 dan te poroda, legla svake
Stakorice smanjena su na jednak broj potomaka (n = 12). Time je smanjen utjecaj brojnosti legla

na rezultate istrazivanja.
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Tablica 4.1. Sastav prehrane kod hranjenja stakora koristenih u istrazivanju

Udio namirnice u hrani (%) CD* HFD+

Do 14. tjedna Od 14. tjedna

starosti starosti
SloZeni ugljikohidrati 53,7 66,5 30
Biljni proteini 30.5 18.2
- 27,2
Zivotinjski proteini 4,7 3.5
Mjesavina stone hrane 3,0 7.5 9,7
Vitamini i minerali 4,1 3,2 3,9
Masti (sojino ulje) 1.4 0.4 28
Aminokiseline 0,1 0,1 0,1

* Standardna laboratorijska hrana
+ Hrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama

U vecini Stakorskih modela laktacija je ograniCena na tri tjedna (136). Nakon laktacije u
navedenom vremenu, u¢injena je randomizacija potomaka unutar skupina majki i to tako da su
potomci unutar svake skupine majki podijeljeni u dvije podskupine gdje je jedna podskupina
potomaka hranjena standardnom laboratorijskom hranom, a druga podskupina hranom bogatom
zasi¢enim masnim kiselinama:
1) Skupina CD — CD — majka i potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom
2) Skupina CD — HFD — majka hranjena standardnom laboratorijskom hranom, a potomci
hranjeni hranom bogatom zasi¢enim masnim kiselinama
3) Skupina HFD — CD — majka hranjena hranom bogatom zasi¢enim masnim kiselinama,
a potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom
4) Skupina HFD — HFD — majka i potomci hranjeni hranom bogatom zasi¢enim masnim
Kiselinama
Svaka $takorica bila je smjestena u odvojenom kavezu u prostorima Vivarija Medicinskog
fakulteta Osijek. Uvjeti drzanja bili su kontrolirani uz temperaturu u prostoriji od 22°C i
pravilnu izmjenu svijetla i tame u ciklusima od 12 sati. Stakorice hranjene standardnom
laboratorijskom hranom imale su neograni¢en pristup hrani i svjezoj vodi dok su skupine majki

I potomaka koji su hranjeni hranom bogatom zasi¢enim masnim kiselinama hranjene
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kontrolirano dva puta dnevno, u 9 i 16 sati, u cilju sprjeCavanja nastanka pretilog fenotipa kao
posljedice povecanog kalorijskog unosa (137).

Istrazivanje je odobrilo Eticko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-
04/21-08/07, Ur. broj: 2158-61-07-21-179) i Ministarstava poljoprivrede (klasa: UP/I-322-
01/11-01/150, Ur. broj: 525-06-1-0255/12-2). Postovane su Europske direktive o skrbi o
laboratorijskim zivotinjama. Uzgoj zivotinja i istrazivanje proveli su asistenti Katedre za
anatomiju i neuroznanost Medicinskog fakulteta Osijek licencirani za istrazivanja na
zivotinjskim modelima. Istrazivanje je provedeno uz postivanje svih nacela zaStite dobrobiti
laboratorijskih i pokusnih zivotinja te su istraziva¢i odgovorno i maksimalno za zivotinje
postedno (koliko nacela istrazivanja toleriraju) pristupali laboratorijskim zivotinjama, a sve s
ciljem smanjivanja nepotrebne boli i patnje. Zivotinje su prema konceptu ,,5 sloboda“ bile ligene
gladi i zedi, neudobnosti, ozljeda, straha i stresa.

U dobi od 22 tjedna ucinjeno je zrtvovanje zivotinja. Za tu namjenu koriStena je injekcija
kombinacije ketamina u dozi 75 mg/kg i midazolama u dozi od 0,5mg/kg.

Na Slici 4.1. shematski je prikazan protokol uzgoja Stakora za ovo istraZivanje.

trudnoca i
laktacija
3 +3 tjedna

CD (n=15)

10 stakorica

Slika 4.1. Shematski opis protokola uzgoja stakora. 10 Stakorica u dobi 9 tjedana podijeljeno
je u dvije skupine (CD — stakorice hranjene standardnom laboratorijskom hranom te HDF —
Stakorice hranjene masnom hranom) te su hranjene pripadaju¢im tipom prehrane. Nakon
trudnoce, okota i laktacije potomci su podijeljeni u 4 skupine ovisno o tipu prehrane (CD —
CD — majka i potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom; CD — HFD — majka
hranjena standardnom laboratorijskom hranom, a potomci hranjeni masnom hranom; HFD
— CD — majka hranjena masnom hranom, a potomci hranjeni standardnom laboratorijskim
hranom; HFD — HFD — majka i potomci hranjeni masnom hranom. Potomci su Zrtvovani u
dobi od 22 tjedna.
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4.2. lzolacija jajnika, potkoZnog i perigonadalnog masnog tkiva te priprema za
histoloske analize

Nakon zrtvovanja Stakora na prethodno opisan nacin, isti su polozeni na podlogu za
izvodenje kirurSkih procedura. Koristen je Cist, ali nesterilan kirurSki pribor i instrumenti. U
poloZaju zivotinje na ledima, u€injena je medijana laparotomija. Preparacijom kroz slojeve
trbusne stijenke pristupilo se u trbusnu Supljinu. U podru¢ju donjeg dijela trbusne Supljine
identificirani su lijevi i desni jajnik, izolirani, vagani su vagom (Beurer KS, Peking, NR Kina)
I stavljeni u fiksativ, 4 %-tni paraformaldehid.

Potkozno masno tkivo izolirano je iz ingvinalne regije. Nakon reza na kozi, izoliran je
blok masnog tkiva dimenzija oko 3 x 3 x 3 mm te stavljen u fiksativ — 4 %-tnom
paraformalidehidu.

Perigonadalno masno tkivo izolirano je iz periovarijalnog prostora. Nakon izolacije
jajnika, ispreparirano je i u bloku izuzeto periovarijalno masno tkivo dimenzija oko 3 x 3 x 3
mm. Isto je nakog toga pohranjeno u fiksativ — 4 %-tni paraformaldehid.

Nakon fiksacije uc¢injen je standardni postupak obrade i pripreme histoloskih preparata
koji se sastojao u dehidraciji tkiva pomocu rastu¢ih koncentracija etanola kroz odredeno
vrijeme: 70 %-tni etanol kroz 10 minuta, 80 %-tni etanol kroz 10 minuta, 96 %-tni etanol kroz
10 minuta te 100 %-tni etanol kroz 10 minuta. Nakon §to je provedena dehidracija slijedilo je

uklapanje preparata u parafinske blokove.

4.3. Utvrdivanje cisti¢nosti jajnika

Parafinski blokovi s tkivom jajnika rezani su mikrotomom Leica RM550 (Leica, Be,
Austrija) na rezove debljine 6 pum. Uzimani su prvi i drugi rez jajnika te je nakon devet
odbacenih serijskih rezova uzet deseti rez, a nakon toga svaki deseti rez do kraja preparata.
Prilikom rezanja mikrotomom, dio preparata nanesen je i na adhezivna predmetna stakalca
(DAKO, Glostrup, Danska) za predstoje¢e imunohistokemijske analize jajnika. Preparati su
postavljeni na predmetna stakalca te je ucinjena deparafinizacija i rehidracija potapanjem
preparata u sljedece otopine: 100 %-tni ksilol dva puta kroz 10 minuta, 100 %-tni etanol dva
puta kroz 10 minuta, 70 %-tni etanol kroz 15 minuta, destilirana voda kroz 10 minuta. Tako
pripremljeni preparati premjesteni su u kadice te je provedeno standardno histolosko bojenje
hemalaunom i eozinom. Uz pomo¢ specijalista patologije pregledani su histoloski preparati
obojani hemalaunom i eozinom te je utvrdivana pojavnost cista u jajnicima. Cistom jajnika
proglasena je histoloska slika Supljine omedene jednim slojem granuloza stanica bez prisutnosti
jajne stanice na serijskim rezovima istog jajnika (138). Nalazi na rezovima jajnika tumaceni su

binarno, opservirana je prisutnost ili odsutnost cisticnih formacija u jajnicima.
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4.4, Utvrdivanje zastupljenosti kolagena u jajnicima

Za utvrdivanje zastupljenosti fibroze u jajnicima KkoriSteno je histolosko bojenje
pikrosirijus crvenilo. Navedeno bojenje specifi¢no crvenom bojom boji kolagen u histoloskom
preparatu. Parafinski blokovi rezani su i deparafinizirani i rehidrirani na na¢in kao i kod
pripreme za bojenje hemalaun eozin koji je prethodno opisan. Zatim su preparati uronjeni u
Pikrosirijus otopinu za bojenje (0,1 %-tni Sirius Red F3BA u zasi¢enoj vodenoj otopini
pikrinske kiseline) 1 sat na sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije, stakalca su isprana tri puta u
otopini 0,5 %-tne hladne octene kiseline. Zatim su preparati dehidrirani koristenjem 100 %-
tnog etanola, uronjene u histolen i fiksirani. Stakalca su susena preko noci. Za potrebe procjene
zastupljenosti kolagena u stromi jajnika, ucinjene su mikrofotografije Cetiriju nasumicno
odabranih podrucja strome jajnika pomoc¢u svjetlosnog mikroskopa Zeiss Axioskop 2 MOT
(Carl Zeiss Microscopy, NY, SAD) te kamere Olympus DP70 (Olympus, Tokyo, Japan)
pricvrséene na mikroskop. Sve su slike snimljene pod povecanjem 200 x. Program ImageJ
(NIH, LOCI, Unversity of Wisconsin) koristen je za kvantificiranje podruéja pozitivno
obojenog tkiva jajnika iznad praga koji je postavljen na temelju najintenzivnijeg obojenja
kolagena u snimljenim fotografijama. U racunalnom programu ruc¢no su iskljucena iz
kvantifikacije podrucja veziva u krvnim zilama. Rezultati su prikazani kao postotak povrSine

tkiva strome jajnika koje je zahvacéen kolagenom (139).

4.5. Imunohistokemijsko bojenje jajnika na CD68

CD68 je jako glikozilirani protein visoko izrazen u makrofagima i drugim
mononuklearnim fagocitima. Tradicionalno, CD68 se koristi kao vrijedan citokemijski marker
za imunobojenje monocita/makrofaga u histokemijskoj analizi upaljenih tkiva, tumorskih tkiva
te u drugim imunohistopatoloskim pretragama. CD68 se uglavnhom nalazi u
endosomskom/lizosomskom odjeljku, ali se moze naci i na povrsini stanice (140).

Imunistokemijsko bojenje na CD68 provedeno je na Katedri za patologiju i sudsku
medicinu Medicinskog fakulteta Osijek u uredaju Ventana Benchmark Ultra (Ventana Medical
System inc., Arizona, SAD). Navedeni sustav automatizirano provodi bojenje tkiva na nacin
slican onom kod ru¢nog bojenja kapilarno automatski nakapavajuc¢i sve potrebne otopine i
protutijela. Sav postupak bojenja ra¢unalno je kontroliran i pogreSska pri bojenju pritom je
smanjena na minimum. Za bojenje na CD68 koristen je Ultra View Universal DAB Detection
kit (LOT GR3230929-1) kompatibilan s uredajem. U kitu se nalaze sljedece otopine koje se u

pojedina¢nim dispenzorima umec¢u u aparat: UltraView Universal DAB Inhibitor (3 %-tni
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H20.), UltraView Universal HRP Multimer, UltraView Universal DAB Chromogen (0,2 %-tni
DAB), UltraView BAB H202 (0,4 %-tni H20>) te UltraView Universal DAB Copper.

Na pocetku postupka svako je stakalce obiljezeno posebnim barkodom koji je pridruzen
ranije izabranim oznakama pojedine zivotinje. Parafinski rezovi postavljeni na predmetno
stakalce automatizirano su deparafinizirani uz pomo¢ EZ Prep koncentrata razrijedenog u
omjeru 1:10, postavljenog u spremnik i u uredaju pumpom nanesenog na preparat. Nakon
deparafinizacije preparati su ispirani razrijedenim puferom za reakcije. Reakcijski pufer
razrijeden je destiliranom vodom u omjeru 1:9 te je uliven u spremnik iz kojeg je uredaj
povlacio otopinu. UltraView Universal DAB Inhibitor koristen je za inhibiciju endogene
peroksidaze kroz 10 minuta nakon ¢ega su preparati isprani puferom. Kako bi razotkrio antigene
(mjesta vezivanja protutijela u tkivu) uredaj automatski nakapava Ultra Cell conditioner 1 kroz
pola sata nakon ¢ega se preparat ponovno ispire puferom. Na tako pripremljene preparate
ukapano je primarno monoklonalno IgG protutijelo misa anti — CD68 (Confirm anti — CD68,
Ventana Medical System, Inc., Arizona, SAD) razrijedeno u omjeru 1 : 200 u trajanju od 30
minuta. Ponovno su preparati isprani puferom. Kako si se pojacalo razotkrivanje veznih mjesta
antigen — protutijelo koristen je Ultraview Universal HRP Multimer, a potom je preparat jo$
jednom ispran u puferu. Vezna mjesta markirana su pomoc¢u Ultra View DAB Chromogena i
Ultra View Universal DAB Coppera kroz 6 minuta, a zatim je ponovno uslijedilo ispiranje u
puferu. Tako pripremljeni preparati obojeni su hemalaunom, isprani destiliranom vodom,
rehidrirani rastu¢im nizom alkohola od 70 %-tnog do apsolutnog alkohola, izbistreni zamjenom
ksilena i pokriveni pokrovnim stakalcima.

Za potrebe utvrdivanja broja CD68 pozitivnih stanica po kvadratnom milimetru
preparata, ucinjene su mikrofotografije Sest nasumi¢no odabranih podrucja jajnika pomocu
svjetlosnog mikroskopa Zeiss Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss Microscopy, NY, SAD) te kamere
Olympus DP70 (Olympus, Tokyo, Japan) pricvr§éene na mikroskop. Sve su slike snimljene

pod poveéanjem 400x. Jedno vidno polje pokrivalo je povrsinu od priblizno 0,17 mm?,

4.6. Imunohistokemijsko bojenje jajnika na TNF — a

Faktor nekroze tumora alfa (TNF-o) je proupalni citokin koji stvaraju
monociti/makrofagi za vrijeme upalnog procesa te sudjeluje u brojnim signalnim dogadajima
unutar stanica, koji dovode do nekroze ili apoptoze. Protein je takoder vazan za otpornost na
infekcije i malignu transformaciju (141). Dokazano je da TNF—a u jajnicima uzrokuje apoptozu

oocite i smanjenje broja zdravih folikula (142).
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Imunohistokemijsko bojenje na TNF—a provedeno je na Katedri za patologiju i sudsku
medicinu Medicinskog fakulteta Osijek na istom uredaju i po istim nacelima kao i bojenje na
CD68. Za samo dokazivanje TNF—a koriSteno je primarno poliklonalno ze¢je anti — TNF—a
protutijelo (ab66579, Abcam Cambridge, Ujedinjeno kraljevstvo) te sekundarno konjugirano
kozje anti — ze¢je 1gG H&L (HRP) protutijelo (ab97051, Abcam Cambridge, Ujedinjeno
kraljevstvo).

Za utvrdivanje intenziteta bojenja TNF—a, ucinjene su mikrofotografije Sest nasumi¢no
odabranih podrucja jajnika pomocu svjetlosnog mikroskopa Zeiss Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss
Microscopy, NY, SAD) te kamere Olympus DP70 (Olympus, Tokyo, Japan) pric¢vrséene na
mikroskop. Sve su slike snimljene pod povecanjem 400x.

Intenzitet imunohistokemijskog bojanja na TNF-a prikazan je semikvantitativnom
metodom. Upotrijebljena je skala intenziteta od rasponu od 0 do 3 gdje je s 0 oznacen izostanak
imunohistokemijskog obojenja, brojem 1 je oznacen slab intenzitet obojenja, brojem 2 srednji
intenzitet, a brojem 3 jak intenzitet obojenja. Pomocu svjetlosnog mikroskopa preparati su
analizirani od strane tri istrazivaca, a statisti¢ka analiza izvrSena na temelju srednje vrijednosti

mjerenja.

4.7. Histomorfometrija potkoZnog i perigonadalnog masnog tkiva

Parafinski blokovi su rezani na rezove debljine 6 um mikrotomom Leica RM550 (Leica,
Vienna, Austrija). Preparati su naneseni na predmetna stakalca te bojani histoloSkom bojom
hemalaun i eozin. Preparati su zatim mikroskopirani pomocu svjetlosnog mikroskopa Olympus
BX-50 (Olympus, Tokio, Japan) te snimljeni kamerom Olympus C-5050 (Olympus, Tokyo,
Japan) pri¢vr§¢enom za mikroskop i1 povezanom s racunalom. Analiza je izvrSena na
mikroskopskim fotografijama s povecanjem od 200 X.

Analiza je provedena na standardnim histoloskim rezovima pomoc¢u besplatnog softvera
za analizu fenotipa i morfometriju tkiva i stanica CellProfiler v.4.2.1. (Anne E. Carpenter,
Thouis R. Jones, Lee Kamentsky). Cijela analiza pomoc¢u navedenog softvera sastoji se od
nekoliko faza, s ciljem izdvajanja rubnih obrisa pojedinih adipocita te mjerenja povrsine svake
stanice.

U prvoj fazi slika histoloskog preparata u boji pretvara se u sliku u skali sivih tonova.
Ukoliko nakon te faze pojedine susjedne stanice imaju jednak intenzitet sive boje, intezitet boje

u jednoj od njih se dodatno pojacava.
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U drugoj fazi slijedila je identifikacija adipocita. Program sadrzi modul ,,Primary Object
Identification* unutar kojeg je moguce podesiti parametre za prepoznavanje odredenog objekta,
prag intenziteta i promjer.

Preliminarnim mjerenjem utvrdeno je da su dimenzije adipocita u rasponu izmedu 20 i
220 piksela te su te vrijednosti uzete kao prag za promjer. Svi objekti izvan tog raspona nisu
ulazili u analizu. Za prag intenziteta odredeni su intenziteti za pozadinu i za prvi plan da bi se
iskljucilo vezivo, krvne zile te tkivo koje se ne sastoji samo od adipocita. U slucaju da je
program prepoznao pojedinacni adipocit kao dva ili viSe, posebnim programskim modulom
»dvodijelni i ,trodijelni adipociti spojeni su u jedan.

U zavr$noj fazi izvrSeno je mjerenje pojedinih adipocita pomocu modula ,,Object
Size/Shape Measurement®. Primarno su rezultati mjerenja izraZzeni u pikselima, a zatim Su
pomoéu izvornog mikrografa s mikrometrom pretvoreni u kvadratne mikrometre (pm?).
Dijeljenjem ukupnog broja adipocita na pojedinom preparatu s ukupnom povrSinom adipocita
dobiven je broj adipocita po jedinici povrSine.

Na kraju su adipociti podijeljeni u 10 skupina po rasponu povrsine na sljedeci nacin:

Povrsina do 1999 pm?

Povrsina od 2000 — 2999 pum?
Povrsina od 3000 — 3999 yum?
Povrsina od 4000 — 4999 yum?
Povrsina od 5000 — 5999 pum?
Povrsina od 6000 — 6999 pum?
Povrsina od 7000 — 7999 pm?
Povrsina od 8000 — 8999 pm?
Povrsina od 9000 — 9999 pum?
10. Povrsina >10000 pm?

© © N o g B~ w DR

Za potkozno 1 perigonadalno masno tkivo izracunat je postotak adipocita koji se nalazi u

pojedinoj od navedenih skupina.

4.8. Statisticka analiza

Za uocavanje efekta od 0,25+/-0,1 uz o = 0,05 i snagu testa 0,8 izraCunata je veli¢ina
uzorka od najmanje 5 Zivotinja po skupini. Za tu namjenu koriSten je besplatno dostupan
racunalni program (Sigma Plot inacica 11.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA 95110 USA).

Za testiranje normalnosti raspodjele koriSten je Shapiro — Wilkov test. Numericki podaci
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prikazani su medijanom i interkvartilnim rasponom, a za graficki prikaz koristeni su Whisker —
bar grafovi. Raspodjela veli¢ina adipocita u razredima i skupinama prikazana je stupiCastim
grafikonom. Zbog malog uzorka i asimetri¢ne raspodjele, za analizu podataka koriSteni su
neparametrijski testovi. Mann — Whitnijev U test upotrijebljen je za testiranje dviju nezavisnih
skupina. Za usporedbu triju ili viSe nezavisnih uzoraka koristen je s Kruskal — Wallisov test.
Razina statisticke znacajnosti odredena je za vrijednosti P < 0.05. Za analizu podataka koriSten

je racunalni program IBM SPSS Statistics v25.0.
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5. REZULTATI

5.1. Masa jajnika

Najveca masa jajnika izmjerena je u skupini HFD — HFD (0,085 (0,075 — 0,0925) g).
Najmanja masa jajnika izmjerena je u skupini CD — CD (0,06 (0,0575 — 0,070) g). U skupini
CD — HFD masa jajnika je iznosila 0,06 (0,06 — 0,07) g. U skupini HFD — CD masa jajnika je
iznosila 0,08 (0,0675 —0,0825) g. Kruskal — Wallisovim testom pokazana je statisticki znacajna
razlika u masama jajnika medu skupinama (P = 0,004). Post hoc analizom utvrdeno je da je
masa jajnika u skupinama CD — CD i CD — HFD statisticki zna¢ajno manja nego u skupinama
HFD — CD i HFD — HFD. Slika 5.1.

P =0,007*

,104
P = 0,026* T
,09 ! l"
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®©
X
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057 . . ;
250,008 — Medijan
[025% - 75%
04 T ’ , . T Maksimum i minimum
CD -CDf CD - HFD* HFD - CD$ HFD — HFD"
Skupina

Slika 5.1. Mase jajnika zenskih potomaka §takora

* Mann — Whitneyjev U test

T potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom
laboratorijskom hranom

1 potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom
8 potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom
I potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni hranom masnom hranom
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5.2. Cisti¢nost jajnika

Kod svih §takorica ¢ije su majke hranjene masnom hranom (skupine HFD — CD i HFD —
HFD) nadene su cisti¢ne formacije u jajnicima, dok U jajnicima niti jedne Stakorice ¢ija je majke
hranjena standardnom laboratorijskom hranom (skupine CD — CD i CD — HFD) nisu nadene

cisti¢ne formacije. Razlika je bila statisticki znacajna, P < 0,01. Slika 5.2.

Slika 5.2. Reprezentativna histoloska slika jajnika Zenskih potomaka $takora. (A) bez cisti¢nih
formacija, skupina CD — CD (potomci hranjeni standardnom laboratorijskom hranom majki
hranjenih standardnom laboratorijskom hranom), (B) s cisti¢cnim formacijama, skupina HFD —
HFD (potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom) Bojenje: hemalaun
eozin. Povecanje 20x. Mjerilo: 1 mm.
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5.3. Kolagen u stromi jajnika

Veci postotak kolagena u stromi jajnika izmjeren je u potomaka majki hranjenih masnom
hranom. Najvec¢i postotak kolagena naden je u stromi jajnika u skupini HFD — CD (22,4 (16,08-
24,96) %), dok je najnizi postotak kolagena naden u stromi jajnika u skupini CD — HFD (9,6
(9,37-13,52) %). U stromi jajnika u skupini HFD — HFD nadeno je 20,98 (14,18-33,39) %
kolagena. U stromi jajnika u skupini CD — CD nadeno je 9,61 (7,94 — 11,6) % kolagena. Kruskal
— Wallisovim testom utvrdena je statistiCki znacajna razlika u postotku kolagena u stromi
jajnika medu skupinama (P<0,01). Post hoc analizom utvrdeno je da je postotak kolagena u
stromi jajnika u skupinama CD — CD i CD — HFD statisti¢ki znac¢ajno manji nego u skupinama
HFD — CD i HFD — HFD. (P<0.05, Mann — Whitneyjev U test) Slika 5.3. i Slika 5.4.

P=0,016*
A P=0,016*
P =0,008* T
~ 30,00+ r d -
05 P =0,008*
C o 2N Y
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o
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< 20,00
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— Medijan
[ 25% - 75%
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CD-CDf CD - HFD# HFD - CD¢§ HFD — HFD"
Skupina

Slika 5.3. Postotak kolagena u stromi jajnika zenskih potomaka Stakora

* Mann — Whitneyjev U test

t potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom
laboratorijskom hranom

1 potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom

8 potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom

I potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom
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Slika 5.4. Reprezentativni prikaz infiltracije strome jajnika kolagenom u Zenskih potomaka
Stakora. Prikaz jedne zivotinje po skupini. (A) CD — CD potomci majki hranjenih standardnom
laboratorijskom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom, (B) CD — HFD
potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom, (C)
HFD - CD potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom
hranom, (D) HFD — HFD potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom.
Bojenje: pikrosirijus crvenilo. Poveéanje 200 X. Mjerilo 200 um.
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5.4. Imunohistokemijsko bojenje jajnika na CD68

Utvrden je broj stanica pozitivnih na imunohistokemijsko bojanje CD68 u milimetru
kvadratnom tkiva jajnika. Potomci hranjeni masnom hranom imali su ve¢i broj CD68 pozitivnih
stanica u 1 mm? tkiva jajnika. Najveéi broj CD68 pozitivnih stanica naden je u skupini HFD —
HFD (16(14,75 — 17,5) / mm?). Najmanji broj CD68 pozitivnih stanica naden je u skupini CD
— CD (4,5 (4-6) / mm?). Utvrdena je statisti¢ki zna¢ajna razlika medu skupinama (Kruskal —
Wallisov test, P = 0,01). Post hoc analizom utvrdeno je da je u skupinama HFD — HFD i CD —
HFD veci broj CD68 pozitivnih stanica nego u skupinama CD — CD i HFD — CD (Mann —
Whineyev U test, P < 0,05). Slika 5.5. i Slika 5.6.
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Slika 5.5. Broj CD68 pozitivnih stanica u tkivu jajnika zenskih potomaka

* Mann — Whitneyjev U test

T potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom
laboratorijskom hranom

1 potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom
8 potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom
I potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom
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Slika 5.6. Reprezentativni prikaz imunohistokemijskog bojenja jajnika Zenskih potomaka na
CD68. Prikaz jedne zivotinje po skupini. (A) CD — CD potomci majki hranjenih standardnom
laboratorijskom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom, (B) CD — HFD
potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom, (C)
HFD - CD potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom
hranom, (D) HFD — HFD potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom.
Strelicom su prikazane CD68 pozitivne stanice. Pozadinsko bojenje: hemalaun. Povecanje
200x. Mjerilo 200 um.
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5.5.  Imunohistokemijsko bojenje na TNF-a.

Intenzitet bojanja na TNF — o utvrden semikvantifikacijom bio je veci u potomaka hranjenih
masnom hranom. Najjaci intenzitet bojanja zabiljezen je u skupini HFD — HFD (2,84 (2,5-3,0)),
a najnizi u skupini CD — CD (1,67 (0,67-2,33). Nadena je statisticki zna¢ajna razlika medu
skupinama (Kruskal — Wallisov test, P = 0,006). Post hoc analizom, u skupini HFD — HFD
utvrden je statisticki znacajno jaci intenzitet bojanja na TNF — a nego u skupinama CD — CD,
CD — HFD i HFD — CD (Mann Whitneyjev U test, P < 0,05). U skupini CD — HFD utvrden je
statisticki znacajno jaci intenzitet bojanja na TNF — o nego u skupini HFD — CD (Mann —
Whitneyev U test, P < 0,05). Slika 5.7. i Slika 5.8.
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Slika 5.7. Intenzitet imunohistokemijskog bojenja tkiva jajnika na TNF — o u zenskih
potomaka

* Mann — Whitneyjev U test

T potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom
laboratorijskom hranom

1 potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom
8 potomci majki hranjenih masnom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom

I potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom
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2R

Slika 5.8. Reprezentativni prikaz imunohistokemijskog bojenja jajnika zenskih potomaka na
TNF — a. Prikaz jedne Zivotinje po skupini. (A) CD — CD potomci majki hranjenih standardnom
laboratorijskom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom, (B) CD — HFD
potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom, (C)
HFD - CD potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom
hranom, (D) HFD — HFD potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom.
Pozadinsko bojenje: hemalaun. Povecanje 200 x. Mjerilo 200 um.
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5.6. Histomorfometrija potkoZnog masnog tkiva

Adipociti u skupinama potomaka majki hranjenih masnom hranom (HFD — HFD i HFD — CD)
imali su vecu srednju vrijednost povrsine od adipocita u skupinama potomaka majki hranjenih
standardnom laboratorijskom hranom (CD — CD i CD — HFD). Najve¢u srednju vrijednost
povrsine imali su adipociti u skupini HFD — CD, a najmanju u skupini CD — HFD. Medu
skupinama nije utvrdena statisticki znacajna razlika (Kruskall — Wallisov test, P = 0,18).
(Tablica5.1., Slika 5.9.).

Broj adipocita po jedinici povrSine bio je obrnuto proporcionalan povrsini adipocita. Najveci
broj adipocita po jedinici povrsine utvrden je u skupini CD — HFD, a najmanji broj u skupini
HFD — CD. Medu skupinama nije utvrdena statisticki znacajna razlika (Kruskall — Wallisov
test, P = 0,08). (Tablica 5.1.)

Tablica 5.1. Srednja vrijednost povrsine i broja adipocita po jedinici povrSine potkoznog
masnog tkiva

Medijan (poluinterkvartilno rasprsenje)

Povrsina adipocita (um?) Broj adipocita po jedinici povrsine
(x 10* /um?)
CD - CDt 2077 (1798,75 — 4957,25) 3,73 (2,48 — 4,40)
CD - HFD% 2060,5 (1506,75 — 5024,13) 4,04 (1,92 - 5,48)
HFD - CD§ 5792,5 (3747,5 — 6913) 1,47 (1,31 - 2,56)
HFD — HFDI 3790 (2183 — 4115,75) 1,64 (1,36 — 2,31)
pP* 0,18 0,08

* Kruskall Wallisov test

+ potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom
laboratorijskom hranom

1 potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom
8 potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom
I potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom

U skupinama potomaka majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom (CD - CD i CD
— HFD) naden je statisticki znacajno veéi broj adipocita povrsine 0 — 2999 um? nego u
skupinama potomaka majki hranjenih hranom bogatim zasi¢enim masnim kiselinama (HFD —

HFD i HFD — CD). (Mann — Whitneyev U test, P = 0,02) (Slika 5.10.).
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Slika 5.9. Reprezentativni prikaz morfometrije adipocita potkoznog masnog tkiva u programu
Cell Profiler 4.2.1. Prikaz po jedne zivotinje po skupini. (A) CD — CD potomci majki hranjenih
standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom, (B) CD -
HFD potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom,
(C) HFD - CD potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom
hranom, (D) HFD — HFD potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom.
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Slika 5.10. Raspodjela povrsine adipocita po razredima u potkoznom masnom tkivu Zenskih
potomaka Stakora

* Mann — Whitneyev U test

tpotomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom
laboratorijskom hranom

I potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom

8 potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom

I potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom
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5.7. Histomorfometrija perigonadalnog masnog tkiva

Adipociti u skupinama potomaka majki hranjenih masnom hranom (HFD — HFD i HFD — CD)
imali su vecu srednju vrijednost povrsine od adipocita u skupinama potomaka majki hranjenih
standardnom laboratorijskom hranom (CD — CD i CD — HFD). Najve¢u srednju vrijednost
povrsine imali su adipociti u skupini HFD — CD, a najmanju u skupini CD — CD. Medu
skupinama nije utvrdena statisticki znacajna razlika (Kruskall — Wallisov test, P = 0,47).
(Tablica 5.2., Slika 5.11.).

Broj adipocita po jedinici povrSine bio je obrnuto proporcionalan povrSini adipocita. Najveci
broj adipocita po jedinici povrSine utvrden je u skupini CD — CD, a najmanji broj u skupini
HFD — CD. Medu skupinama nije utvrdena statisticki znacajna razlika (Kruskall — Wallisov
test, P =0,51). (Tablica 5.1.)

Tablica 5.2. Srednja vrijednost povsine i broja adipocita po jedinici povrsine perigonadalnog
masnog tkiva

Medijan (poluinterkvartilno rasprsenje)

Povrsina adipocita (um?) Broj adipocita po jedinici povrsine
(x 10* /um?)
CD - CD¥ 23125 (2134,5 —10687,75) 3,03 (1,58 — 3,76)
CD - HFD% 2368 (1960,25 — 2563) 2,99 (0,96 — 3,21)
HFD - CD§ 6297,5 (3802 — 7473,75) 1,47 (1,31 - 2,56)
HFD — HFDI 2896,5 (2182,75 — 6167,5) 2,85 (2,62 — 3,90)
p* 0,47 0,51

* Kruskall Wallisov test

T potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom
laboratorijskom hranom

I potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom

8 potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom

I potomci majki hranjenih masnom hranjeni masnom hranom

U skupinama potomaka majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom naden je veci
broj adipocita manje povrsine (od 0 — 2999 um?). U skupinama u kojima su potomci hranjeni
standardnom laboratorijskom hranom naden je veéi broj adipocita velike povrSine. Razlike

medu skupinama nisu bile statisticki znacajne (Kruskall Wallisov test, P = 0,44) (Slika 5.12.)
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Slika 5.11. Reprezentativni prikaz morfometrije adipocita perigonadalnog masnog tkiva u
programu Cell Profiler 4.2.1. Prikaz po jedne Zivotinje po skupini. (A) CD — CD potomci majki
hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom,
(B) CD — HFD potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni
masnom hranom, (C) HFD — CD potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni
standardnom laboratorijskom hranom, (D) HFD — HFD potomci majki hranjenih masnom
hranom hranjeni masnom hranom.
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Slika 5.12. Raspodjela povrSine adipocita po razredima u perigonadalnom masnom
tkivu.zenskih potomaka Stakora

* potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni standardnom
laboratorijskom hranom

+ potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom hranjeni masnom hranom

T potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni standardnom laboratorijskom hranom

8§ potomci majki hranjenih masnom hranom hranjeni masnom hranom
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Promjena tipa prehrane izmedu generacije roditelja i potomaka ima razli¢ite u¢inke na
organske sustave potomaka. Masna prehrana roditelja ima vecinom negativne ucinke, dok
zdrava prehrana roditelja u pravilu djeluje zastitno na zdravlje potomaka. Trudnoc¢a i laktacija
klju¢na su razdoblja u kojima se dogada fenomen fetalnog programiranja (121). Jasno je da i
prehrana jedinke uvelike utjec¢e na organizam. Ova studija istrazivala je utjecaje prehrane majke
na karakteristike jajnika i masnog tkiva potomaka, uz dodatan utjecaj prehrane potomaka na

buduce ishode.

6.1. Masa jajnika

Najveca masa jajnika izmjerena je kod masno hranjenih potomaka masno hranjenih
majki, dok je najniza masa jajnika izmjerena kod zdravo hranjenih potomaka zdravo hranjenih
majki. Masa jajnika zdravo hranjenih potomaka masno hranjenih majki bila je statisticki
znacajno veca nego u masno hranjenih potomaka zdravo hranjenih majki. Dakle, masha
prehrana majke imala je ve¢i utjecaj ha masu jajnika potomaka nego sama prehrana potomaka.

Prethodnim istrazivanjem unutar istog projekta dokazano je da potomci majki hranjenih
hranom s visokim udjelom zasi¢enih masnih kiselina nisu imali statisticki znacajno vecu
tjelesnu masu niti poveéan ITM, ali su imali poviSene koncentracije cirkuliraju¢ih proupalnih
citokina IL-6 i TNF—a, povisenu koncentraciju triglicerida u serumu, a snizenu koncentraciju
adiponektina. U navedenom istrazivanju pristup prehrani s visokim udjelom masti bio je
omogucen dva puta dnevno kako bi se sprijecio prekomjerni unos hrane i posljedi¢na pretilost,
buduci da je cilj bio proucavati u¢inak vrste prehrane, a ne pretilosti (115). Prema tome, tjelesna
masa nije imala klju€an utjecaj na masu jajnika.

Masna prehrana je bez ekspresije fenotipa pretilosti uzrokovala patoloske metabolicke
promjene u organizmu koje su rezultirale, medu ostalim, 1 patoloSkim promjenama jajnika.
Poznat je fenomen metabolicki pretilih normalno teskih osoba (engl. metabolic obesity with
normal body weight) (143). U istrazivanju Zhou i sur. dokazano je da je masa jajnika u
potomaka majki hranjenih masnom hranom vec¢a nego u potomaka majki hranjenih
standardnom laboratorijskom hranom. Takoder, ve¢i je bio i 0odnos izmedu mase jajnika i
tjelesne mase, bududi da se tjelesna masa medu skupinama nije znacajno razlikovala (144).
Potomci s dokazanim cisticnim tvorbama u jajnicima imali suU teZe jajnike. Ciste jajnika su
ispunjene tekuéinom, a tekucina ima vecu gustocu od tkiva. Stoga je masa cisti¢nih jajnika

veca. Takoder, povecana zastupljenost fibroze u jajnicima povecava masu jajnika (145,146).
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Masa jajnika dosad nije istrazivana kao potencijalno mjerilo metabolickog uc¢inka prehrane na
reproduktivnu funkciju na zivotinjskim modelima, a sada su jasno utvrdene poveznice izmedu

mase jajnika i nepovoljnih metaboli¢kih markera utjecaja masne prehrane.

6.2. Cisti¢nost jajnika

Pojava cisti¢nih formacija U jajnicima, bez jajne stanice unutar istih, utvrdena je u svih
potomaka majki hranjenih masnom hranom, dok ista nije utvrdena niti kod jednog potomka
majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom. Potomci masno hranjenih majki takoder
su imali poremecenu izmjenu faza reproduktivnog ciklusa i abnormalne citoloske karakteristike
briseva rodnice, sto smo objavili u rezultatima prethodnog istrazivanja. U istom istrazivanju
dokazano je da su majke hranjene visokim udjelom zasi¢enih masnih kiselina imale smanjen
broj potomaka, manji postotak uspje$nog zaceca, te da su potomci imali nepravilne izmjene u
fazama reproduktivnog ciklusa, bilo u smislu produljenog ciklusa ili izostanka nekih faza.
Takvi su ciklusi anovulatorni i stoga zacece nije bilo moguce (115).

Kalem i sur. pokazali su da maj¢ina masna prehrana rezultira smanjenim brojem
primordijalnih folikula, pojavom cisti¢nih folikula, a time i smanjenom reproduktivnom
rezervom jajnika (147). Istrazivanje provedeno na kuni¢ima pokazalo je pojavu atreticnih
folikula i cisticnih formacija u jajnicima potomaka majki hranjenih masnom hranom (148).
Nekoliko mogu¢ih mehanizama dovodi do ovih patoloskih promjena, od oksidativnog stresa do
sterilne upale u perifernom potkoznom ili perigonadalnom masnom tkivu, s posljedi¢no
povecéanim izlu¢ivanjem proupalnih citokina (149). Jedno istrazivanje na svinjama pokazalo je
da maj¢ina masna prehrana utjeCe na zdravlje jajnika potomaka smanjenjem broja zdravih
folikula i poticanjem apoptoze oocita, pove¢anjem oksidativnog stresa i stanjem sterilne upale
jajnika (150). Velika metaanaliza koja se bavila utjecajem medugeneracijske izmjene masne
prehrane pokazala je da potomci majki koje su bile izloZzene masnoj prehrani imaju poveéan
broj cisti¢nih folikula i smanjen broj sekundarnih i antralnih folikula u usporedbi sa skupinama
gdje su majke hranjene standardnom laboratorijskom hranom. To je u konaénici umanjilo
fertilitet majki i Zenskih potomaka (151).

Connor i sur. su istrazivali utjecaj masne prehrane majke i porasta mase tijekom trudnoce
na funkcionalne i morfoloske karakteristike jajnika u Whistar Stakora. Dokazali su da masna
prehrana majke rezultira loSijom brigom za potomke, radanjem potomaka koji u
prepubertalnom stadiju razvoja imaju vecu tjelesnu masu, imaju poremecéenu reproduktivnu
funkciju u smislu produzenog ili trajnog estrusa. Takoder je dokazan i manji broj funkcionalnih

folikula te oocita normalne morfologije u jajnicima potomaka majki hranjenih masnom hranom
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(152). 1zmjerena je manja koncentracija estradiola uz uredne koncentracije FSH i LH, sto
implicira da masna prehrana majke uzrokuje smanjenu osjetljivost jajnika na gonadotropine, a
to je glavni ¢imbenik odabira folikula (153). Osim toga, inzulin je jedan od osnovnih ¢imbenika
rasta folikula, a prehranom uzrokovana inzulinska rezistencija naruSava signalizaciju u
folikulima (154).

Unatrag dvadesetak godina aktivno se istrazuje uloga kispeptina (kissl), koji se
eksprimira u neuronima anteroventralne periventrikularne jezgre te arkuatne jezgre te djeluje
kao regulator hipotalami¢no — hipofizno — ovarijske osovine u glodavaca i ljudi. On ima ulogu
u reprodukeciji, ukljucujuéi spolnu diferencijaciju u mozgu, regulira nastup puberteta, Sekreciju
gonadotropnih hormona, ovulaciju te metaboli¢ku regulaciju plodnosti (155). Dokazano je da
su Kispeptin i njegov receptor izrazeni u razli¢itim tkivima, ukljucujuéi reproduktivni sustav. U
jajniku sudjeluju u razvoju folikula, maturaciji oocite, ovulaciji i steroidogenezi, ali i u

patoloskim stanjima poput preuranjenog gubitka funkcije jajnika, PCOS i endometrioze (156).

6.3. Kolagen u jajnicima potomaka

Bojenjem tkiva jajnika pikrosirijus crvenilom utvrdeno je da je koli¢ina kolagena u stromi
jajnika potomaka majki hranjenih masnom hranom statisti¢ki znacajno veca nego u potomaka
majki hranjeni standardnom laboratorijskom hranom. Masna prehrana uzrokuje stanje sterilne
upale u organizmu koja je karakterizirana infiltracijom jajnika makrofagima, a povecan je i
izrazaj proupalnih citokina i povec¢ana pojavnost fibroze jajnika (157).

Pojavnost fibroze je obiljezje starenja jajnika i jajnik je prvi organ koji pokazuje
morfoloske znakove starenja. Zbog toga je on osnovni model za istrazivanje stani¢nih
mehanizama nastanka fibroze, ali i potencijalnih antifibrotskih agenata koji ¢e se koristiti u
lijeCenju poremecaja povezanih s fibrozom jajnika.

Tijekom fibroze jajnika, u stromi dolazi do nakupljanja kolagena I i Il1, ali i do smanjenja
koli¢ine glukozaminoglikana (0d kojih je najzastupljenija hijaluronska kiselina) koji ,,cuvaju*
jajnik od prekomjerne fibroze. Pojacana fibroza jajnika opisana je u vise patoloskih stanja,
poput dijabetesa, pretilosti, PCOS. Sve su to stanja periferne inzulinske rezistencije. Dokazano
je da terapija metforminom, ¢iji je zadatak povecati perifernu inzulinsku osjetljivost, usporava
nakupljanje kolagena I i 111 u jajnicima (158).

Istrazivanje Briley i sur. pokazalo je da fibroza jajnika povezana s reproduktivnom
starosti ima karakteristicnu histolosku sliku u kojoj dominiraju kolagen tipa I i 11, ali su prisutni
I krupni makrofagi. Takoder, bojenje piksrosirijus crvenilom s povecanjem reproduktivne dobi

postaje intenzivnije. U jajnicima mladih Stakorica u dobi od 6 tjedana, intenzitet je vrlo slab ili
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se kolagen cak niti ne detektira, a u reproduktivno starih Stakorica u dobi od 22 mjeseca
intenzitet crvene boje je vrlo jak (159). Navedeni podaci objasnjavaju relativno slab intenzitet
obojenja pikrosirijus crvenilom u nasem istrazivanju buduci da su Stakorice Zrtvovane u dobi
od 22 tjedna. lako je postotak kolagena u jajnicima ovisio o prehrani potomaka, intenzitet
obojenja kod potomaka masno hranjenih majki bio je nesto ja¢i nego u potomaka majki

hranjenih standardnom laboratorijskom hranom.

6.4. CD68 i TNF-a u tkivu jajnika

Imunohistokemijskim bojenjem tkiva jajnika utvrden je veéi broj CD68 pozitivnih stanica
kao i intenzivniji signal bojenja TNF — a u skupinama potomaka hranjenih masnom hranom,
neovisno o prehrani majke. Makrofagi u jajnicima reguliraju stani¢nu proliferaciju, apoptozu i
steroidogenezu 1 stoga su najvaznije pomoc¢ne stanice za optimalnu reproduktivnu funkciju.
Takoder, brojnost makrofaga i izrazaj TNF — a u tkivu jajnika pokazuju intenzitet upale (160).

U istrazivanju Hohos i sur. utvrdeno je da je masna prehrana dovela do znacajno vece
infiltracije tkiva jajnika makrofagima. Uz to, u istoj skupini Zivotinja dokazan je i produzen
reproduktivni ciklus, smanjen broj folikula i zutih tijela te je pronaden oStecen izrazaj ¢ak 24
gena u jajniku u odnosu na skupinu hranjenu standardnom laboratorijskom hranom. Kada je u
prehranu uz hranu bogatu mastima dodana dokozaheksaenska kiselina, doslo je do oporavka
izrazaja ¢ak 22 od 24 aberantna gena. Dakle, dodatak omega — 3 nezasi¢enih masnih kiselina
djelovao je pozitivno na izrazaj gena za regulaciju funkcije jajnika te je doslo do djelomi¢nog
oporavka funkcije jajnika u skupinama hranjenim masnom ishranom (161).

Mehanizmi kojima masna prehrana uzrokuje pojacanu infiltraciju jajnika makrofagima
jo$ uvijek nisu potpuno jasni. Jedan od potencijalnih uzroka je porast sustavne koncentracije
MCP — 1. MCP — 1 je normalno prisutan u jajnicima gdje ima fiziolosku ulogu u normalnoj
ovulaciji tako §to privla¢i monocite iz krvnih Zila u jajnik. U sustavnoj upali uzrokovanoj
masnom prehranom koncentracija MCP — 1 je poviSena, a broj oocita nakon superovulacije u
masno hranjenih miSeva smanjen je. U miSeva kojima je iskljucen gen za MCP — 1, masna
prehrana nije rezultirala smanjenjem broja oocita (162). Skaznik — Wikiel i sur. dokazali su da
je infiltracija misjih jajnika makrofagima posljedica masne prehrane neovisno o tjelesnoj masi
(116). Ovaj rezultat konzistentan je s rezultatima nasih ranijih istrazivanja budué¢i da su
Stakorice hranjene hranom bogatom zasi¢enim masnim kiselinama U naSem prethodnom
istrazivanju takoder imale veci broj makrofaga, a nisu pokazale pretili fenotip (115).

Imunohistokemijskim bojenjem na TNF — a pokazano je da potomci hranjeni masnom

hranom u jajnicima imaju statisticki znacajno jaci intenzitet bojenja. Iste skupine imale su i
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znacajno veci broj makrofaga u jajnicima, S$to potvrduje utjecaj masne prehrane na nastanak
lokalne upale u jajnicima. Dokazano je da TNF — a u jajnicima stimulira proizvodnju
progesterona, regulira diferencijaciju u jajnicima, proliferaciju i apoptozu, a u vecim
koncentracijama djeluje destruktivno pojacavajuci intenzitet lokalne upale (163).

Veé je vise puta spomenuto da masna prehrana uzrokuje sustavnu upalu te su kao
posljedica masne prehrane povisene i serumske koncentracije TNF — a. Vignera i sur. dokazali
su povecanu koli¢inu TNF — a u folikularnoj tekucini jajnika, masnom tkivu, misi¢cima masno
hranjenih Zena (164). TNF — o moze biti jedan od vaznih uzroka poremecaja plodnosti.
Mehanizam kojim TNF — a utje¢e na plodnost moze biti preko poremecaja unosa glukoze u
tkiva, odnosno pogorsanja inzulinske rezistencije, a upravo su neplodnost i inzulinska
rezistencija neke od osnovnih metaboli¢kih karakteristika PCOS. Istrazivanje Ntteba 1 sur.
pokazalo je povisen izrazaj markera oksidativnog stresa (poput sintetaze dusikovog oksida) u
jajnicima u kojima je povisen izrazaj mRNA TNF — a. Povecan oksidativni stres negativno
utjee na funkciju jajnika i kompromitira reproduktivni potencijal zenke (118,165). Pojac¢an
izrazaj TNF — o uz IL6 u jajnicima moze potaknuti i malignu transformaciju (166).

Da bi pojacan izrazaj TNF — o bio vidljiv u tkivu jajnika, potrebna je dugotrajnija
izloZzenost masnoj prehrani. Serumske koncentracije TNF — o porastu ve¢ nakon Sest tjedana
izloZenosti masnoj prehranu, dok se izrazaj TNF — a u tkivu jajnika nije vidio ni nakon 120
dana (167). U istrazivanju Hohos i sur. u¢inak masne prehrane na izrazaj TNF — o u tkivu jajnika
bio je imunhostokemijski jasno vidljiv nakon 180 dana izloZenosti (168). U naSem istrazivanju
Stakorice su masnoj prehrani bile izloZene kroz 22 tjedna te je to moguci razlog slabijem

intenzitetu obojenja u svim preparatima.

6.5. Histomorfometrija supkutanog i perigonadalnog masnog tkiva

U potkoZnom masnom tkivu mjerene su vece povrsine adipocita u skupinama HFD —
HFD i HFD — CD nego u skupinama CD — HFD i CD — CD. Najve¢i broj adipocita po jedinici
povrsine izracunat je u skupini CD — HFD, a najmanji u skupini HFD — HFD. Takoder, skupine
CD - HFD i CD — CD imale su znacajno veéi postotak adipocita male povrsine (0 - 2999 mm?).
Kod potomaka majki hranjenih hranom s visokim udjelom masti doslo je do ekspanzije masnog
tkiva hipertrofijom, iako ti potomci nisu imali vecu tjelesnu tezinu. Kao $to je ve¢ navedeno,
hipertrofija je povezana s upalom i inzulinskom rezistencijom, a posljedi¢no i s raznim
negativnim zdravstvenim ucincima. Takoder, ovi rezultati koreliraju s naSom prethodnom
studijom u kojoj smo pokazali da potomci majki hranjenih masnom hranom imaju vise

koncentracije proupalnih citokina u serumu (115). Osim toga, hipertrofi¢ni adipociti su skloniji
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nekrozi, §to povecava lokalnu upalu u masnom tkivu putem serinske fosforilacije supstrata
inzulinskog receptora — 1 putem nuklearnog faktora kB i Jun N — terminalne kinazne
signalizacije Sto rezultira razvojem inzulinske rezistencije. Aktivacija stanica imunoloskog
sustava, posebno makrofaga i T — limfocita, takoder je pojac¢ana (169). Hipertrofija adipocita
povecava lokalne potrebe za kisikom, Sto dovodi do hipoksije i regulacije proangiogenih
¢imbenika, a posljedicno do lokalne fibroze, kroni¢ne upale i smanjenja lu¢enja adiponektina
(170).

Masna prehrana majke na razli¢ite nacine metaboli¢ki programira ekspanziju masnog
tkiva i metabolicke posljedice iste u muskih i zenskih potomaka miSeva. U ranoj fazi razvoja
potomaka dolazi do porasta koli¢ine masnog tkiva u oba spola, s tim $to je u zenskih potomaka
porast neznatno vise izrazen. Takoder je u ranoj fazi razina upalnih parametara u zenskih
potomaka visa. U muskih potomaka ve¢ u ranoj fazi razvoja dolazi do smanjenja broja
preadipocita koji su temelj za razvoj novih adipocita i ekspanziju masnog tkiva zdravijom
hiperplazijom. U kasnijim fazama razvoja (u dobi od 120 dana) proporcionalna koli¢ina masnog
tkiva nije se znatno promijenila, ali se u zenskih potomaka smanjio sustavni upalni odgovor.
Takoder, kod Zenskih potomaka doslo je i do smanjenja povrSine pojedinih adipocita (171). To
je jedno od moguénih objasnjenja manje znacajnih razlika u veli¢ini adipocita u ovom
istrazivanju za razliku od istrazivanja na muzjacima gdje je povrsina adipocita u Stakora odrasle
dobi pokazala znacajnije razlike ovisno o nacinu prehrane majke (172).

Sellayah 1 sur. istrazivali su kako maj¢ina masna prehrana te pretilost majke utjecu na
ekspanziju masnog tkiva. Potomci masno hranjenih majki imali su ve¢u sklonost hipertrofiji
adipocita (tzv. obesogena adipogeneza) dok nije primije¢en de novo nastanak adipocita (tzv.
razvojna adipogeneza), ¢ak ni u jedinki starih samo ¢etiri tjedna (173). U naSem istrazivanju
znatno veci postotak adipocita manje povrSine naden je kod potomaka majki hranjenih
standardnom laboratorijskom hranom. U tim skupinama ekspanzija masnog tkiva prvenstveno
je bila posredovana hiperplazijom. Tijekom hiperplazije, stanice prekursora adipocita
diferenciraju se u adipocite, §to je proces posredovan s nekoliko hormona i ¢imbenika
transkripcije. Najvazniji od njih je PPARy (174). Koh i sur. su dokazali da manji adipociti
odrzavaju zadovoljavajuu razinu inzulinske osjetljivosti 1 tako smanjuju negativne
metaboli¢ke ucinke pretilosti. Takvi su adipociti karakteristicni u ,,metaboli¢ki zdravih*
pojedinaca (175). lako nisu sve razlike medu skupinama bile statisticki znacajne, ipak se moze
zakljuciti da je prehrana majke imala znacajniji u¢inak na model ekspanzije masnog tkiva od

prehrane samog potomstva.
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U perigonadalnom, kao i u potkoznom masnom tkivu, Krupniji adipociti su pronadeni u
skupini HFD — HFD i HFD — CD, a vise adipocita manje povrsine nadeno je u skupini CD —
CD i CD —HFD. U istrazivanju Se i sur. dokazano je da se hipertrofija perigonadalnih adipocita
dogada rano pri poticaju masnom hranom, ¢ak i prije dokazane inzulinske rezistencije. Moguce
je da hipertrofija adipocita te hipoksija i inicijacija upalnog procesa u masnom tkivu aktiviraju
sustavnu upalu koja za posljedicu ima inzulinsku rezistenciju (176). U perigonadalnom
masnom tkivu potomaka majki hranjenih masnom hranom dokazana je veca koli¢ina leptina
kao i pojacan izrazaj leptinskih receptora nego u potomaka majki hranjenih standardnom
laboratorijskom hranom (59). U visceralnom masnom tkivu na prehrambeni poticaj veéi je
postotak hiperplazije. Stoga je povrsina adipocita perigonadalnog masnog tkiva u skupini HFD
— HFD manja u odnosu na povrsinu u istoj skupini u potkoznom masnom tkivu (177).

Perigonadalno masno tkivo Zenki miseva pokazuje vise koncentracije proangiogenih
¢imbenika i bolje izrazenu angiogenezu od muZzjaka kao odgovor na prehranu s visokim
udjelom masti. Ovaj fenotip je povezan s oCuvanom metabolickom homeostazom i na tkivnoj i
na sustavnoj razini (178). Dakle, negativan utjecaj masne prehrane na ekspanziju masnog tkiva
u zena moze biti manji nego u muskaraca, ali to je prostor za nova istrazivanja.

U stakorskom modelu dijabetesa, dijabetiCke zenke hranjene masnom hranom imale su
periovarijalne adipocite znacajno vece povrSine nego dijabeticke zenke hranjene standardnom
laboratorijskom hranom. Dakle, dodatak masne prehrane majkama s dijabetesom pogorsao je
negativne ucinke dijabetesa na povrsinu adipocita u potomaka (179).

Butruille i sur. dokazali su da masna prehrana majke tijekom dojenja potomstva uzrokuje
porast koli¢ine masnog tkiva u potomaka, a u odrasloj dobi u perigonadalnom masnom tkivu
porast koli¢ine masnog tkiva je najvecim dijelom uzrokovan hiperplazijom. Hiperplazija
perigonadalnog masnog tkiva povezana je s pojacanim izrazajem i aktivnoséu stearoil koenzim
— A desaturaze — 1, klju¢nog enzima za metabolizam masnih kiselina. Navedeni enzim
katalizira pretvorbu zasi¢enih masnih kiselina (primjerice palmitinske i stearinske) u
mononezasi¢ene masne kiseline (palmitinsku 1 oleinsku) koje su predominantni supstrati za
sintezu triglicerida (180) .

Dugotrajna tranzicija maj¢ine prehrane bogate zasi¢enim masnim kiselinama na
standardnu laboratorijsku hranu rezultirala je normalizacijom metaboli¢kih karakteristika u
navedenih majki. Takoder, potomci tih majki pokazali su normalne metabolicke karakteristike.
Za razliku od ovih skupina majki i potomaka, potomci majki kod Kkoji je tranzicija s masne za

standardnu prehranu trajala krace, pokazali su hipertrofiju adipocita, pojacan izrazaj gena
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odgovornih za nakupljanje masti, pove¢anu infiltraciju makrofagima te pojacan izrazaj gena za

proupalne citokine (181).

6.6. Intervencije koje smanjuju utjecaj masne prehrane na organizam te moguc¢nosti
daljeg istraZivanja

Istrazivanja utjecaja prehrane majke i potomaka na fizioloske i patoloske procese u
potomaka imaju za cilj razumijevanje molekularnih mehanizama koji reguliraju odgovor na
prehrambene poticaje iz prethodne generacije, a tako i u aktualnoj generaciji ispitanika ili
laboratorijskih Zivotinja. Sve to ¢e rezultirati kreiranjem algoritama za lijeCenje negativnih
posljedica koje prehrana moze ostaviti na jedinku.

Vecina danas dostupnih lijekova za lijeCenje metabolickog sindroma ima kao krajnju
metu smanjivanje razine sustavne upale u organizmu. Tako djeluje ve¢i dio dostupnih
antidijabetika (metformin, tiazolidindioni) kao i lijekova koji sniZzavaju razinu cirkuliraju¢ih
lipida (statini) (182-184).

Veé¢ i samom nutritivnom intervencijom mogu se prevenirati, umanjiti, usporiti ili
prekinuti negativni uéinci masne prehrane na organizam. Jedna studija na 48 pretilih pojedinaca
dokazala je da kalorijska restrikcija od 25 % uz redovito vjezbanje kroz $est mjeseci rezultira
smanjenjem tjelesne mase, smanjenjem povrSine potkoznih adipocita, boljom inzulinskom
osjetljivoscu, snizavanjem razine glukoze na testu optereé¢enja glukozom (185). Maslinovo ulje
kao dodatak masnoj prehrani rezultiralo je smanjenjem tjelesne mase, smanjenjem povrsine
epididimalnih adipocita, inhibicijom oksidativnog stresa i snizenjem koncentracije pankreasne
lipaze u S$takora hranjenih masnom hranom (186). Vitamin C inhibirao je hipertrofiju
visceralnih adipocita i snizio razine glukoze u masno hranjenih pretilih miseva putem smanjenja
izrazaja gena ukljucenih u lipogenezu u visceralnom masnom tkivu (187). Dokazano je da
papaja ima antioksidativno, antihipertenzivno i hepatoprotektivno djelovanje. U istrazivanju na
masno hranjenim $takorima, u skupinama kojima je u masnu hranu dodavan sok od papaje doslo
je do snizavanja serumskih trigrlicerida i ukupnog kolesterola. Takoder je u istim skupinama
izmjerena manja povrsina adipocita te je dokazan smanjenen izrazaj PPARYy.

Barijatrijska kirurgija dokazano rezultira smanjenjem povrsine adipocita abdominalnog
potkoznog masnog tkiva. Takoder je nakon barijatrijske operacije doSlo do poboljsanja
inzulinske osjetljivosti. U operiranih pojedinaca doslo je do smanjenja koncentracije proupalnih
citokina i poviSenja koncentracije adiponektina (188).

Cijeli je spektar moguénosti putem kojih se negativni uc¢inci masne prehrane na jedinku
mogu umanjiti. Nastojanja znanstvenika u smjeru dodatnog rasvjetljavanja mehanizama

djelovanja masne prehrane na organizam zasigurno ¢e jo$ prosiriti raspon tih moguénosti.

45



6. RASPRAVA

Razvoj preventivnih metoda i javnozdravstveno djelovanje sigurno su najproduktivnije
mjere koje ¢e u populaciji smanjiti potrebe za slozenijim, dugotrajnijim i skupljim
intervencijama.

Ova doktorska disertacija dala je odgovore na pitanja kako prehrana majke i potomaka
modulira neke od morfoloskih karakteristika u jajnicima kao i ekspresiju markera upale.
Takoder je prikazala utjecaj prehrane majke i potomaka na obrazac koli¢ine potkoznog i
perigonadalnog masnog tkiva. Ovo su male karike u cijelom lancu sloZenih dogadaja kojima
masna prehrana modulira upalni proces u organizmu kao cjelini.

U daljem tijeku istrazivanja bilo bi dobro ispitati eventualnu korelaciju izmedu upalnog
procesa u masnom tkivu i upalnog procesa u jajniku buduci da je disfunkcija masnog tkiva
jedan od dokazanih uzroka inzulinske rezistencije sa svim poznatim posljedicama. Tako bi se
moglo kombinirano djelovati na uzroke patoloSkih procesa koji vode metaboli¢koj disfunkciji

na vise razina u organizmu.
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Nakon provedenog istrazivanja i temeljem dobivenih rezultata mogucée je izvesti sljedece

zakljucke:

- Masa jajnika bila je veca u potomaka majki hranjenih hranom bogatom zasi¢enim
masnim kiselinama, neovisno o prehrani potomaka.

- U jajnicima svih potomaka majki hranjenih hranom bogatom zasi¢enim masnim
kiselinama nadene su cisti¢ne formacije, dok u jajnicima niti jednog potomka majki
hranjenih standardnom laboratorijskom hranom nisu nadene cisticne formacije.
Majcina prehrana uzrokovala promjenu morfologije jajnika $to je za posljedicu imalo
1 poremecaj reproduktivne fiziologije.

- Postotak kolagena u stromi jajnika bio je vec¢i u potomaka majki hranjenih hranom
bogatom zasi¢enim masnim kiselinama. Prehrana majke ubrzala je starenje jajnika te
je funkcionalni parenhim jajnika zamijenjen vezivom.

- Broj makrofaga bio je veéi, a signal imunohistokemijskog bojenja TNF — a bio je
intenzivniji u potomaka hranjenih hranom bogatom zasi¢enim masnim kiselinama. Za
poticaj lokalne upale u jajniku bitnija je prehrana potomaka nego prehrane majke.

- Potomci majki hranjenih standardom laboratorijskom hranom u potkoznom masnom
tkivu imali su znacajno veéi broj adipocita manje povrsine. Zdrava prehrana majke

stvorila je uvjete za ekspanziju masnog tkiva hiperplazijom.
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Cilj istrazivanja: Utvrditi kako prehrana majki i potomaka utjece na morfoloske karakteristike
jajnika, potkoznog i perigonadalnog masnog tkiva potomaka.

Nacrt studije: Deset Sprague Dawlaey Stakorica bilo je podijeljeno u dvije skupine. Jedna
skupina hranjena je standardnom laboratorijskom hranom, a druga hranom bogatom zasi¢enim
masnim Kkiselinama. Sve su $takorice nakon toga parene s istim muzjakom. Nakon trudnoce i
dojenja, Zenski potomci obje skupine majki podijeljeni su u dvije skupine, tako da je jedna
skupina hranjena standardnom laboratorijskom hranom, a druga hranom bogatom zasi¢enim
masnim kiselinama u trajanju od 22 tjedna.

Materijal i metode: Stakorice su Zrtvovane te su izdvajani i vagani jajnici, potkozno i
perigonadalno masno tkivo. U jajnicima je utvrdivana prisutnost cisticnih formacija, postotak
kolagena u stromi jajnika te je nakon imunohistokemijskog bojenja utvrdivan broj makrofaga i
intenzitet imunohistokemijskog bojenja na TNF — a u tkivu jajnika. Na histoloskim preparatima
supkutanog i perigonadalnog masnog tkiva ucinjena je histomorfometrija u racunalnom
programu Cell Profiler 4.3.1. radi utvrdivanja povrSine i broja adipocita.

Rezultati: Masa jajnika bila je ve¢a u potomaka majki hranjenih hranom bogatom zasi¢enim
masnim Kkiselinama. Iste su skupine pokazale i pojavnost cisti¢nih formacija te veci postotak
kolagena u jajnicima. Na broj makrofaga i intenzitet imunohistokemijskog singala TNF — o vise
je utjecala prehrana potomaka pa je veci broj makrofaga te jaci intenzitet imunohistokemijskog
bojenja na TNF — a dokazan u potomaka hranjenih hranom bogatom zasi¢enim masnim
Kiselinama. Nisu nadene statisticki znacajne razlike i veli¢ini adipocita medu skupinama.
Potomci majki hranjenih standardnom laboratorijskim hranom imali su znacajno veci broj
adipocita male povrSine u supkutanom masnom tkivu.

Zakljucak: Prehrana majke utjeCe na masu jajnika, pojavnost cisti¢nih formacija u jajnicima te
fibrozu jajnika. Prehrana majke utjece na veli¢inu adipocita supkutanog masnog tkiva. Prehrana

potomaka utjeCe na broj makrofaga i intenzitet imunohistokemijskog singala TNF — a..

Kljuéne rijeci: histomorfometrija, jajnik, masna ishrana, masno tkivo, Stakori

48



9. SUMMARY

9. SUMMARY

Objectives: To determine how the diet of mothers and offspring affects the morphological
characteristics of ovaries, subcutaneous and perigonadal adipose tissue.

Study design: Ten female Sprague Dawlaey rats were divided into two groups. One group fed
standard laboratory food and the other group fed food rich in saturated fatty acids. All rats were
then mated with the same male. After pregnancy and lactation, female offspring of both groups
of mothers were divided into two groups, so that one group was fed standard laboratory food
and the other food rich in saturated fatty acids for 22 weeks.

Material and methods: Rats were sacrificed, and their ovaries were weighed, subcutaneous
and perigonadal adipose tissue were isolated. The presence of cystic formations, the percentage
of collagen in the ovarian stroma was determined in the ovaries, and after immunohistochemical
staining, the number of macrophages and the intensity of immunohistochemical staining for
TNF-a in ovarian tissue were determined. Histomorphometry was performed on histological
sections of subcutaneous and perigonadal adipose tissue in the software Cell Profiler 4.2.1. to
determine the surface area and number of adipocytes.

Results: Ovarian weight was higher in the offspring of the mothers fed food rich in saturated
fatty acids. The same groups also showed the occurrence of cystic formations and a higher
percentage of collagen in the ovaries. The number of CD68 positive cells and the intensity of
the immunohistochemical signal of TNF - o were more influenced by the diet of the offspring,
so a higher number of macrophages and a stronger intensity of immunohistochemical staining
for TNF - o was demonstrated in offspring fed food rich in saturated fatty acids. No statistically
significant differences in adipocyte size were found between the groups. The offspring of
mothers fed standard laboratory food had a significantly higher number of small - area
adipocytes in the subcutaneous adipose tissue.

Conclusion: Maternal nutrition affects ovarian weight, the incidence of cystic formations in the
ovaries and ovarian fibrosis. The mother's diet affects the adipocyte surface area in
subcutaneous adipose tissue. The diet of the offspring affects the number of macrophages and
the intensity of the immunohistochemical signal TNF - a.

Key words: high — fat diet, histomorphometry, ovary, adipose tissue, rat
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