UTJECA] MEDUGENERACIJSKE IZMJENE MASNE
PREHRANE NA REPRODUKTIVNI CIKLUS U SPRAGUE
DAWLEY STAKORICA

Grgic¢, Andela

Doctoral thesis / Disertacija
2017

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: Josip Juraj
Strossmayer University of Osijek, Faculty of Medicine / SveuciliSte Josipa Jurja
Strossmayera u Osijeku, Medicinski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/ur:nbn:hr:152:962760

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-13

Repository / Repozitorij:

Repository of the Faculty of Medicine Osijek

aodar

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI [ REPOZITORLJI



https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:152:962760
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.mefos.hr
https://repozitorij.unios.hr/islandora/object/mefos:297
https://dabar.srce.hr/islandora/object/mefos:297

SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU

MEDICINSKI FAKULTET OSNEK

Andela Grgi¢

UTJECAJ MEDUGENERACIJSKE IZMJENE MASNE PREHRANE NA
REPRODUKTIVNI CIKLUS U SPRAGUE DAWLEY STAKORICA

Doktorska disertacija

Osijek, 2016.



SVEUCILISTE JOSIPA JURJA STROSSMAYERA U OSIJEKU

MEDICINSKI FAKULTET OSNEK

Andela Grgi¢

UTJECAJ MEDUGENERACIJSKE IZMJENE MASNE PREHRANE NA
REPRODUKTIVNI CIKLUS U SPRAGUE DAWLEY STAKORICA

Doktorska disertacija

Osijek, 2016.



Mentor rada: izv. prof. dr. sc. Robert Selthofer, dr. med.
Komentor rada: red. prof. dr. sc. Radivoje Radi¢, dr. med.

Rad ima 65 stranica.



Ako mozes ostati miran kada na tvome putu
svi izgube glavu i prstom pokazuju na tebe;
Ako sacuvas povjerenje kada svi ostali sumnjaju;
Ako mozes cekati a da se ne umoris cekajuci;
Ako ne lazes kada cujes laz,

Ako ne mrzis kada tebe mrze,

1 ako se ne pravis suvise dobar,
niti govoris suvise mudro,

Ako snivas, ali ti snovi nisu sve;

Ako mislis, i misli ti ostaju uvijek Ciste;
AKo znas prihvatiti, i pobjedu i poraz;
Ako mozes podnijeti da tvoju istinu
varalice iskrivljuju da bi lakse prevarili budale;
Ako vidis kako u djelice razbijaju tvoj cilj,
I miran se sagnes da pokupis ostatke;
Ako mozes sakupiti sva svoja dobra
I staviti ih na kocku, sve odjednom,

1 izgubiti, i poceti ponovo ispocetka;
Ako mozes prisiliti svoje srce, Zivce
i svoje misice da sluze tvojim ciljevima,

I kada su malaksali,

1 ako ustrajes kada sve zastane,

Osim Volje koja ti govori: "Drzi se dobro";

Ako mozes hodati s kraljevima i ne izgubiti ljudskost;
Ako te ni prijatelj ni neprijatelj ne mogu povrijediti;
Ako svaki covjek znaci nesto za tebe,
ali ni jedan suvise;

Ako znas dobro ispuniti svaku minutu svog Zivota,
1 svakog trenutka ides pravim putem,

Tvoja ¢e biti zemlja i sve njeno blago,

Jer
Biti ¢es Covjek, sine moj!

Rudyard Kipling
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1. UvVOD

Posljednjih nekoliko desetljeCa moderno se drustvo suocava s epidemijom pretilosti Cija
se pojava udvostrucila od 1980. godine (1). Smatra se da je suvisak tjelesne masti posljedica
tzv. zapadnog Zzivotnog stila koji predstavlja unos hrane veéi nego $to organizam potrosi
energije. Navedeno predstavlja jedan od vodecih problema modernog ¢ovjeka buduéi da se
smatra da su promjene u metabolizmu masnoga tkiva pretkazujuéi ¢cimbenik za razvoj brojnih
bolesti (2).

1.1. Pretilost

Svjetska zdravstvena organizacija definirala pretilost kao bolest u kojoj se visak masnog
tkiva nakuplja u tolikoj mjeri da ugrozava zdravlje (3). Normalan udio masnog tkiva u
zenskog spola iznosi 20 do 25%, dok u muskog 15 do 20% ukupne tjelesne mase (4).
Francuski profesor Jean Vague je 1947. god. uocio dva razliCita tipa pretilosti; jedan kojeg
prate hipertenzija, cerebrovaskularna bolest i dijabetes kao komplikacija i drugi koji ide bez
komplikacija (5). Pretilost je podijelio na tzv. androidni i ginoidni tip. Pod androidnim tipom
se smatra masno tkivo organizirano veé¢im dijelom u gornjem dijelu tijela. Navedeni tip
pretilosti usko je povezan s dijabetesom i sréanim bolestima. Ginoidnim tipom se smatra
masno tkivo nakupljeno u regiji bokova i bedara, tipi¢no opisano kao zenski tip pretilosti koja

je umnogo manjoj poveznici sa zdravstvenim komplikacijama.
1.1.1. Povijest pretilosti

U povijesti CovjeCanstva jedino je medicina anti¢ke Gréke odredila pretilost kao bolest ili
uzro¢nik drugih bolesti dok je u drugim razdobljima povijesti pretilost predstavljala pojam
zdravlja, plodnosti i zenstvenosti. To dokazuje i poznata skulptura kipa Venere koji datira iz
kasnog paleolitickog razdoblja (oko 25 000 god. pr. Kr.). Predodzba traje sve do blize
povijesti te se uglavnom povezivala s dobrostoje¢im gradanima buduéi da su imali pristup
hrani u rasko$i dok je opcenito kroz povijest ljudskog roda vladala pothranjenost i

malnutricija. Tek razvojem industrije hrana postaje dostupna ve¢em broju ljudi.

O tome dovoljno govori i podatak da se rije¢ obesity — engl. pretilost prvi put u engleskom
rjeéniku spominje u XVII. st., a oznacavalo je osobe korpulentnije grade (6). No posebna se
paznja pretilosti u zdravstvenom smislu nije pridavala. Tek se u drugoj polovici XIX. st.
pretilost promatrala u negativnom smislu isklju¢ivo iz estetskih razloga dok se u XX. st.

uocila njezina povezanost s poveéanom smrtno$¢u (7). Ranije opisane teorije profesora
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Vaguea o androidnoj i gionidnoj pretilosti u pocetku su bile ismijane u medicinskim
krugovima. Inicijalni korak u evaluaciji pretilosti je raCunanje indeksa tjelesne mase (engl.
body mass index - BMI). Indeks tjelesne mase izraCunava se dijeljenjem tjelesne mase u
kilogramima kvadratom tjelesne visine u metrima. Tek je po¢etkom osamdesetih godina
skupina znanstvenika iz Gothenburga na temelju studije iznijela jednostavnu mjeru ,,opseg
struka 1 bokova“ (engl. waist to hip ratio — WHR) kojom se moze prikazati distribucija
masnoga tkiva u tijelu (8) te da povecan opseg struka moze pretkazati veéi rizik od razvoja
sr¢anih bolesti i dijabetesa. Shodno navedenom, osamdesete godine prosloga stolje¢a mogu se
smatrati svojevrsnim renesansnim periodom u izucavanju pretilosti jer se otada pobudila
znanstvena i medicinska svijest o distribuciji masnoga tkiva u organizmu kao o klinicki

vaznom fenotipu.

O ozbiljnosti problema dovoljno govore podatci Svjetske zdravstvene organizacije koja je
u svojim epidemioloskim studijama zamijetila alarmantan porast broja pretilih osoba (9). Vise
od 1,9 milijardi ljudi starijih od 18 godina 2014. god. mjerilo je povisenu tjelesnu masu
(BMI>25kg/m?; 39% muskaraca i 40% zena) od &ega je 600 milijuna bilo pretilo
(BMI>30kg/m?) (4). Veéina te populacije zivi u drzavama gdje prekomjerna tjelesna masa i
pretilost ubija viSe ljudi nego pothranjenost. Statisti¢ki podatci iz 2014. god. takoder govore
da je 42 milijuna djece mlade od 5 godina imalo povecanu tjelesnu masu ili bilo pretilo.
Nazalost, taj broj ubrzano raste te Svjetska zdravstvena organizacija predvida da ¢e do 2030.

god. 50% stanovnistva svijeta biti pretilo.

StanovniStvo Republike Hrvatske u statistickim pokazateljima pretilosti ne zaostaje za
svjetskim trendom: 2015. godine oko 25,3% muskaraca i 34,1% Zena se smatralo pretilima.
Nazalost, i u nas se problem poceo javljati u ranijoj zZivotnoj dobi pa je tako 13,6% djecaka i
10,4% djevojcica u petom razredu osnovne skole prekomjerno tesko, u srednjoj skoli 11,9
djecaka i 14,2% djevojcica (10).

1.1.2. Metode klasifikacije pretilosti

Danas najzastupljenija metoda klasifikacije pretilosti je izracun indeksa tjelesne mase
(BMI) koji se dobije dijeljenjem tjelesne mase u kilogramima s visinom u kvadratnim
metrima (11). BMI u rasponu od 18,5 do 24,9 kg/m? odgovara normalnoj tjelesnoj masi,
vrijednosti BMI izmedu 25,0 i 29,9kg/m? predstavljaju poveéanu tjelesnu masu dok se izmedu
30,0 i 34,9 kg/m? radi o prvom stupnju pretilosti, izmedu 35,0 i 39,9 kg/m? drugom stupnju

pretilosti, a vrijednosti iznad 40,0 kg/m? predstavljaju tre¢i stupanj pretilosti, odnosno
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ekstremnu pretilost (12). Brojne studije pokazale su pozitivnu korelaciju s indeksom tjelesne
mase i morbiditetom, odnosno mortalitetom (13). Studije provedene na ljudima i Zivotinjskim
modelima jasno su ukazale na povezanost indeksa tjelesne mase s rizikom od razvoja
komorbiditeta kao Sto su hipertenzija, dislipidemija, dijabetes tip 2, kardiovaskularne bolesti i
karcinomi (2). Nasuprot tomu, izrazito niski indeks tjelesne mase povezan je s veCom stopom
smrtnosti, posebice ako znamo da je upravo nizak BMI cesto pokazatelj smrtonosnih
kroni¢nih stanja. Zbog svega navedenog za istrazivanja pretilosti najcesc¢e se upotrebljavaju
zivotinjski modeli, posebice Stakori, u kojih se primjenjuje specifi¢na visokokalorijska
prehrana oblikovana da bi bila sto sli¢nija prehrambenim navikama ljudi u zapadnog svijeta
(14). U stakora se indeks tjelesne mase ra¢una dijeljenjem mase tijela u gramima s duzinom
tijela (od nosa do anusa) u cm? (15) ili pojednostavljenom formulom: tjelesna masa (g)
podijeljena s duzinom goljeni¢ne kosti (mm?) (16). Pretilost u Stakora se definira ukoliko je
BMI veéi od 0,68 g/cm? (17). lako se indeks tjelesne mase smatra lako dostupnim alatom za
procjenu stanja uhranjenosti, pri kasnijim istrazivanjima masnoga tkiva uocene su granice
njegova koriStenja, budué¢i da je pretilost vrlo heterogeno stanje. Naime, uvidjelo se da
pojedine pretile osobe 1 Zivotinje ne iskazuju metabolicke abnormalnosti unato¢ znacajnoj
koli¢ini masnoga tkiva (18). Ukratko, pretilost moze poveéati mogucnost razvoja
zdravstvenih komplikacija, no nece ih svaki pretili pojedinac razviti. Treba imati na umu da,
koriste¢i indeks tjelesne mase, nemamo uvid u rasprostranjenost masnoga tkiva u organizmu i

diferencijaciju miSi¢ne mase od mase masnoga tkiva.

Omjer opsega struka i bokova (WHR) najrasireniji je pokazatelj regionalne
rasprostranjenosti masnog tkiva, ali i kao dobar pretkazatelj zdravstvenih rizika. U ljudi se
mjeri u stojecem poloZaju. Opseg struka odreduje se kao najmanji opseg mjeren u razini
pupka, a opseg bokova definira se kao najsiri opseg mjeren u razini kukova i straznjice (19).
Visok WHR (>1.0 u muskaraca i >0.85 u zena) govori o centralnom, odnosno abdominalnom
tipu pretilosti. U modelu Stakora koristi se opseg trbuha kao mjera prediktora pretilosti (17).
Postoji nekoliko razloga koji otezavaju svakodnevnu uporabu WHR: ne moze se odrediti je li
u podruéju struka nakupina visceralnog ili subkutanog masnog tkiva. Smatra se preciznijim
izmjeriti opseg struka te odrediti jednostavne krvne markere trigliceride (,,hipertrigliceridski
struk®) ¢ija bi poviSena razina upucivala na povecanu zastupljenost visceralnog masnog tkiva
(20). Nadalje, WHR nije upotrebljiv za raunanje rizika jer moze ostati Stalan kako masa

ispitanika raste ili opada (3).



Razvojem slikovnih tehnologija kao §to su racunalna tomografija (CT) i magnetna
rezonanca (MRI) omogucen je znacajan napredak u polju sastava i distribucije masnoga tkiva
u organizmu. S racunalnom tomografijom moguce je pregledati cijeli organizam ili samo
odredene dijelove tijela te stvoriti slike presjeka pomoc¢u kojih se jasno moze razlikovati

masno, kostano i misi¢no tkivo te izracunati njihovi odnosi unutar organizma (21).
1.2. Masno tkivo

Masno tkivo dugo se smatralo pasivnim skladis§tem energije, mehani¢kim i toplinskim
izolatorom te sudionikom u regulaciji termogeneze (22). No danas je poznato da je masno
tkivo znacajan endokrini organ ¢ija ¢e detaljnija funkcija biti opisana u kasnijem odjeljku.
Masno tkivo opisuje se kao vrsta vezivnog tkiva gradenog vecinom od masnih stanica
(adipocita). Osim adipocita, masno tkivo gradeno je i od drugih stanica koje ukljucuju
preadipocite, fibroblaste, endotelne stanice i mnostvo imunoloskih stanica (primjerice
makrofagi masnoga tkiva; engl. adipose tissue macrophages — ATM). Ravnoteza medu

razli¢itim tipovima stanica usko je povezana s odrzavanjem energetske homeostaze.
1.2.1. Vrste masnoga tkiva

Postoje dvije razlicite vrste masnog tkiva: smede masno tkivo (engl. brown adipose tissue
— BAT) i bijelo masno tkivo (engl. white adipose tissue — WAT). Smede masno tkivo
povezano je s termogenezom budué¢i da sadrzava jedinstveni UCP1 protein (23). lako se
smatralo da ono u Covjeka nestaje ubrzo nakon rodenja, u posljednje vrijeme uoceno je da
smede masno tkivo ostaje prisutno u ljudi u supraklavikularnoj i paraspinalnoj regiji (24), dok
u Stakora ostaje prisutno u interspkapularnoj regiji tijekom cijeloga zivota (25). Posljednje
studije opisuju ulogu smedeg masnog tkiva povezanu s kontrolom temperature tijela i
pretilosti $to je u izravnoj poveznici s metaboli¢kim sindromom (26). Koli¢ina i aktivnost
smedeg masnog tkiva u negativnom je odnosu s indeksom tjelesne mase ili obrnuto,
smanjenje aktivnosti BAT-a moglo bi biti povezano s povecanim nakupljanjem bijelog

masnog tkiva (27).

Najvaznije skladiSte masti povezano s pretilos¢u i inzulinskom rezistencijom jest bijelo
masno tkivo (22). Ono djeluje kao lipidni spremnik koji nakuplja trigliceride uslijed
povecanog unosa energije te pokrece te nakupine kroz razdoblja smanjenog unosa hrane u
organizam. U stanjima pretilosti i inzulinske rezistencije povecana je lipoliza, a posljedicno

tome razvije se neodgovarajuce povecano otpustanje slobodnih masnih kiselina proizvedenih



iz triglicerida (28). Navedene masne kiseline mogu aktivirati upalne putove u organizmu i
poremetiti inzulinsku signalizaciju (28). I lipoliza i lipogeneza regulirani su zajednickim
djelovanjem endokrinih i neuralnih mehanizama koji imaju zajedni¢ku svrhu: odrzavanje

razmjerne grade tjelesne masti u normalnim fiziolo§kim stanjima.

Treca vrsta masnog tkiva koju znanstvenici navode u novije vrijeme jest tzv. ,,ruzicasto®
masno tkivo (29). Ono je nedavno otkriveno u misjim subkutanim masnim depoima tijekom
skotnosti i laktacije. Ruzicasti adipociti stanice su Zljezdanog alveolarnog epitela ¢ija je uloga
stvaranje i proizvodnja mlijeka. Potvrdeno je da one takoder nastaju transdiferencijacijom od
subkutanih adipocita (30).

1.2.2. Distribucija masnoga tkiva u organizmu

Masno se tkivo u cijelom organizmu opcenito moze podijeliti u dvije glavne skupine:
subkutano i unutrasnje masno tkivo. Subkutano masno tkivo odreduje se kao sloj izmedu koze
I aponeuroze te fascije miSica. Unutrasnje masno tkivo oznacava intratorakalno (ukljucujuéi
perikardijalno) i intraabdominalno masno tkivo (ukljucujuéi intraperitonealno i
estraperionealno). Intraperitonealno masno tkivo sastavljeno je od dva odjeljka: veliki
omentum i mezenterij dok je -ekstraperitonealno sastavljeno od preperitonealnog i
retroperitonealnog masnog tkiva (31). Pojam ,,visceralno masno tkivo* ¢esto je u uporabi u
medicinskim 1 zdravstvenim krugovima, a oznaCava omentalno, mezentericno i
ekstraperitonealno masno tkivo. Samo se intraperitonealno masno tkivo drenira portalnom
venom te se proupalni citokini i metaboliti ispustaju u portalni krvotok $to je, prema nekim
hipotezama, poveznica izmedu nakupljanja visceralnog masnog tkiva i razvoja metabolicke

bolesti zbog izravnog utjecaja na jetreni metabolizam (32).

Visceralno i subkutano masno tkivo kao dvije glavne skupine razlikuju se morfoloski i
funkcionalno. Visceralno masno tkivo lu¢i vise proupalnih citokina dok subkutano lu¢i vise
leptina, adiponektina i opcenito protuupalnih citokina. Nadalje, visceralno masno tkivo
gradeno je od velikih inzulin-rezistentnih adipocita te ima dobro razvijenu vaskularizaciju,
bogato je krvnom opskrbom i inerviracijom. Ovo tkivo je vise osjetljivo na lipolizu i ima vecu
sposobnost nakupljanja makrofaga, T-stanica i NK stanica. Nasuprot tomu, subkutano masno
tkivo sastoji se od manjih adipocita s manje razvijenom vaskularizacijom, inervacijom i
stani¢nom infiltracijom te sluzi kao skladiste energije koje se drenira sistemnim krvotokom
(33).



U izucavanju pretilosti i uzro¢nika razvoja bolesti veliku je pozornost izazvala Cinjenica
da je u razvoju bolesti najvaznija regionalna distribucija masnoga tkiva u organizmu, a ne
njegova ukupna koli¢ina. Glavna metoda kojom se moze utvrditi distribucija masnoga tkiva je
racunalna tomografija (CT) kojom se jasno, skeniraju¢i npr. abdomen, moze razlikovati
visceralnog od subutanog masnog tkiva (21). Fujioka i sur. jo§ su 1987. god. dokazali da je
povecano nakupljanje visceralnog masnoga tkiva povezano s povecanim razinama
cirkulirajucih triglicerida i visim razinama glukoze u plazmi, u odnosu na osobe koje imaju
isti indeks tjelesne mase, ali kod kojih prevladava masno tkivo u subkutanom podrucju (34).
Kasnije se uocila i poveznica poveéane akumulacije visceralnog masnog tkiva s razvojem

dijabetesa tip 2 (35), aterogenom dislipidemijom i kardiovaskularnim bolestima (36).

Opcenito je poznato da je muski spol skloniji nakupljanju masnog tkiva u gornjem dijelu
dijelu tijela (trup, abdomen) dok zenski spol ima sklonost nakupljanju masnog tkiva u donjem
dijelu (bokovi). Krotkiewski i sur. predlozili su da bi spolni hormoni mogli imati utjecaj u
stvaranju razlika izmedu spolova kada je rije¢ o raspodjeli masnog tkiva (37). Cini se da
upravo navedena sklonost muskog spola da nakuplja mast u formi visceralnog masnog tkiva
razlog zasto je pretilost U tog spola rizi¢nija. Smatra se da estrogen ima znacajan utjecaj na
funkciju masnog tkiva i metabolizam te bi mogao biti usko povezan s navedenim razlikama
izmedu spolova. Naime, estrogen ve¢inom stvaraju jajnici tijekom reproduktivnog razdoblja
Zivota, no estrogen se u oba spola moze takoder stvarati preko periferne aromatizacije
androgena u viSe vrsta tkiva, posebice u masnom tkivu (38). Periferni izvori estrogena
posebice su vazni nakon zavrSetka reproduktivnog razdoblja budu¢i da je smanjena razina
estrogena nakon menopauze povezana s povecanom pretilos¢u i sklonosti nakupljanju
visceralnog masnoga tkiva (39). U modelu Stakora uoc¢eno je da tijekom ovarijskog ciklusa
estrogeni djeluju inhibicijski na uzimanje hrane dok ovariektomija vodi ka hiperfagiji i
prekomjernoj tjelesnoj masi (40). Izravan utjecaj estrogena na periferni metabolizam misica i

masnog tkiva djeluje neovisno o energetskoj ravnotezi.
1.2.3. Endokrina funkcija masnoga tkiva

U posljednje vrijeme sve se vise govori 0 masnom tkivu kao 0 endokrinom organu buducéi
da stvara i izlu¢uje mnostvo bioaktivnih peptida, poznatih pod nazivom adipokini koji imaju
utjecaj i na lokalnoj (autokrinoj/parakrinoj) i sistemskoj (endokrinoj) razini (41). Iznimno
aktivan metabolicki i endokrini organ upravo je ranije opisano bijelo masno tkivo koje

proizvodi bioaktivne supstance koje mogu utjecati na druge organske sustave. Bijelo masno



tkivo kompleksni je multistani¢ni organ primarno sastavljen od adipocita. Stromalna
vaskularna frakcija (engl. stroma-vascular fraction — SVF) masnog tkiva sadrzava nekoliko
visoko potentnih stanica, ukljuc¢uju¢i metabolicki aktivne i imunoloske stanice (preadipociti,
fibroblasti, endotelne stanice, dendriticke stanice, T-stanice, mastocite, granulocite i
makrofage) umetnute u izvanstani¢ni matriks (42). Pretilost i povecani unos hrane bogate
mastima uzrokuju povecan broj stanica u SVF ¢ime se razvija fenotip koji ima Stetne ucinke
za metabolizam (43). Bijelo masno tkivo jedinstveno je po svojoj plasti¢nosti, tj. brzo se moze
prilagoditi prehrambenom manjku ili suvisku. Takva fleksibilnost povezana je s
hipertrofi¢énim i hiperplasti¢cnim promjenama u adipocitima $to ima vaznu ulogu u regulaciji
metabolizma. Povecanje bijelog masnog tkiva u direktnoj je vezi s poveéanim lucenjem
proupalnih citokina, IL-6 (engl. interleukin 6) i TNF-a (engl. tumor necrosis factor alpha),
hipoksijom te disregulacijom u metabolizmu i skladi$tenju masnih kiselina, $to ide u prilog
konceptu o aterogenoj upali kao procesu koji nastaje aktiviranjem makrofaga nakupljenih oko
uvecanog adipocita, a $to je ponajvise izrazeno U visceralnom masnom tkivu (44) (Slika 1.1).
Tako nastalo stanje ,,tihe upale* u krvi pretilog organizma moze objasniti i povecanje razine
CRP-a (C-reaktivnog preteina), proteina akutne faze upale (45). ,,M 1 ili ,,klasi¢no aktivirani*
makrofagi karakterizirani su povecanim stvaranjem TNF-o 1 IL-6 Sto potic¢e inzulinsku
rezistenciju i stanje ,.tihe upale* pri hipertrofiji adipocita u pretilih jedinki. Nasuprot tome,
»M2“ ili ,klasi¢no aktivirani“ makrofagi karakterizirani su povecanom proizvodnjom
protuupalnih citokina (npr. IL-10) u masnom tkivu mrSavih jedinki te su takvi adipociti
veli¢inom manji (46). Pretilost uzrokuje promjenu aktivacije podgrupe makrofaga u masnom
tkivu od M2 prema M1 tipu $to vodi prema povecanju proupalnih adipokina koji poti¢u razvoj
inzulinske rezistencije (47). Infiltracija makrofaga masnog tkiva stakora moze se utvrditi veé
nakon jednog tjedna hranjenja s hranom bogatom mastima te se progresivno povecava s
vremenom i proporcionalno je stupnju pretilosti (48). Nakupine makrofaga koji okruzuju
adipocite uocavaju se kao strukture morfoloski ,,slicne kruni (engl. crown like structures).
Razvojem pretilosti makrofagi masnog tkiva poprimaju izgled pjenusavih stanica koje
zapo¢nu akumulirati suviSak lipida (49). Gubitak tjelesne mase povezan je sa smanjenjem
broja makrofaga (50) sto jo$ jednom potvrduje da je masno tkivo svojim djelovanjem znacajni

endokrini organ s mogucno$céu regulacije upalnog odgovora organizma.
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Slika 1.1. Shematski prikaz ,.,tihe upale“ u organizmu kao posljedica aktivacije

visceralnog masnog tkiva te njen utjecaj na organizam
Unosom visokokalorijske hrane u koli¢inama veéim nego organizam moze utroSiti energije, dolazi do
akumulacije visceralnog masnog tkiva. Ono uzrokuje povecano otpustanje slobodnih masnih kiselina koje u
jetrenom i miSi¢énom tkivu aktiviraju upalne putove te poremete inzulinsku signalizaciju §to vodi ka
metaboli¢kom sindromu. Pretilost uzrokuje povecanje adipocita koji bivaju okruzen makrofagima sto dovodi do
promjene aktivacije makrofaga od M2 prema M1 upalnom odgovoru. Navedeno dovodi do povecanog lucenja
proupalnih citokina (leptina, IL-6 i TNF-a), odnosno smanjenog lucenja adiponektina. Tako nastalo stanje ,.tihe

upale‘ uzrokuje razvoj metabolickog sindroma i poremecaje reproduktivnog ciklusa..

1.3. Adipokini

Masno tkivo inervirano je simpatickim zavrSetcima, te su medustani¢ne veze izmedu
adiocita 1 zivaca upravljae signalima sto je pod nadzorom hipotalami¢nog centra. Adipociti
luce kemijske supstance — adipokine kao $to su leptin, rezistin, adiponektin, faktor tumorske
nekroze alfa (TNF-a), interleukin 6 (IL-6), proteine komplementa (adipsin), protrombinske
faktore (plazminogen aktivator inhibitor-1), enzime (lipoproteinsku lipazu), lipidni transfer

proteine plazme i alipoprotein E koji su ukljueni u mehanizam masti i lipoproteina,



aromatazu kao enzim ukljucen u sintezu estrogena. Leptin je prvi adipokin otkriven jo§ 1994.
god., a otada je registrirano vise od 600 razli¢itih proteina povezanih s regulacijom energetske

ravnoteze (51).

Adipokini imaju vaznu ulogu u energetskoj homeostazi, metabolizmu glukoze i lipida,
zivotu stanica, kontroli hranjenja, termogenezi, neuroendokrinoj funkciji, imunosti,
kardiovaskularnoj funkciji te najvaznije — u reprodukciji (52). Sukladno tome, mnogo novijih
istrazivanja dokazalo je vodecu ulogu adipokina kao molekularnih glasnika u medustani¢noj
vezi izmedu masnog tkiva s ostalim tkivima i organima, kao i njihovu znacajnu ulogu u

razvoju poremecaja povezanih s pretiloscu.
1.3.1. Adiponektin

Adiponektin je protein kojeg luce adipociti, molekularne mase 30kDa, ¢ija struktura
ukljucuje N-terminalnu, kolagenu sli¢nu domenu i C-terminalnu globularnu domenu, poput
komplementskog faktora C1q (53). Radi alternativnog prekrajanja postoji vise izomera, npr.
trimeri niske molekularne tezine (engl. low molecular weight — LMW), heksameri srednje
molekularne tezine (engl. medium molecular weight -MMW) i multimeri visoke molekularne
tezine (engl. high molecular weight — HMW) (54). HMW se opisuje kao najaktivnija forma
adiponektina buduci da je plazmatska koncentracija HMW multimera povezana s inzulinskom
osjeljivosc¢u, a poteSkoce u multimerizaciji adiponetkina u ljudi povezane su s dijabetes
melitusom tip 2 (55). Nadalje, potvrdene su dvije izoforme adiponektinskog receptora:
AdipoR1 primarno je izrazen u skeletnim misi¢ima te AdipoR2 veéinom izraZzen u jetri. U
pocetku se smatralo da se adiponektin luci samo iz masnog tkiva, no kasnije je otkriveno da
ga takoder proizvode i ljudski kardiomiociti i skeletni misi¢ (54). Njegova ekspresija veca je u
subkutanom nego visceralnom masnom tkivu (56). Zapazena je negativna korelacija izmedu
pretilosti i cirkuliraju¢eg adiponektina, a koncentracije adiponektina povecavaju se gubitkom
tjelesne teZine. Razine cirkuliraju¢eg adiponetkina poviSene su u mrSavih jedinki, a sniZene u
ljudi i zivotinjskih modela s pretilos¢u i razvijenim dijabetesom tip 2 (57). Potonje se
objasnjava hipertrofijom adipocita, zbog unosa hrane bogate nezasi¢enim masnim kiselinama.
To uzrokuje smanjenje proizvodnje i sekrecije inzulin-osjetljivih hormona, a povecava
inzulin-rezistentne hormone, dovode¢i do inzulinske rezistencije u pretilosti. Adiponektin
smanjuje sintezu lipida i produkciju glukoze u jetri te dovodi do pada koncentracije glukoze i
slobodnih masnih kiselina u krvi. Osim toga, smanjuje se proizvodnja triglicerida, a potice

iskoristavanje glukoze i oksidacija masnih kiselina u misi¢ima. Inzulin i IGF-1 (engl. insulin-



like growth factor 1) povecavaju sintezu adiponektina u bijelom masnom tkivu. Sinteza i
lucenje adiponektina smanjeni su u stanju pozitivne kalorijske bilance, osobito u kombinaciji
sa smanjenom razinom leptina (58). Adiponektin spreava razvoj ateroskleroze smanjujuéi
transformaciju pjenastih stanica i ekspresiju povrSinskih adhezivnih molekula na
makrofagima sto potice u ranoj fazi stvaranje aterosklerotskih plakova. Znacajna je njegova
uloga i na reproduktivni sustav buduci da je dosadasnjim istrazivanjima dokazano postojanje
adiponektinskih receptora na perifernim tkivima reproduktivnog sustava kao $to su jajnici,
maternica, posteljica, testisi (59). Sva navedena istrazivanja upucuju na to da je adiponektin
hormon adipocita sa svojevrsnim antidijabeti¢kim, protuupalnim i antiaterogenim svojstvima

(57, 60, 61).
1.3.2. TNF-a

Jos je 1993. god. otkriveno da se TNF-a stvara iz adipocita u pretilih miseva $to ga ¢ini
prvim poznatim ¢imbenikom koji se luc¢i iz masnog tkiva te predstavlja poveznicu pretilosti,
upale i dijabetesa (62). Uoceno je takoder da su u pretilih jedinki povecane razine
cirkulirajuéeg TNF-o (63). Navedeni =zakljucci kasnije su potvrdeni znanstvenim
istrazivanjima koja su pokazala da povecano lucenje proupalnog citokina TNF-o u adipocita
pozitivno korelira sa stupnjem pretilosti, razinom inzulina i inzulinskom rezistencijom (44).
No utvrdeno je da adipociti nisu glavni izvor TNF-a u pretilosti. Makrofagi iz tzv. stromalne
vaskularne frakcije primarni su izvor TNF-a u pretilosti. Poveéane razine plazmatskog TNF-a
povezane s povecanim lu¢enjem ostalih proupalnih citokina kao §to su IL-1B i IL-6, a
posljedi¢no i pove¢anom infiltracijom masnog tkiva s M1 makrofagima (64). Djelovanje je
TNF-oo u masnom tkivu autokrino preko inzulinske signalne kaskade vodeéi prema
preveniranju interakcije inzulina s inzulinskim receptorom (65). TNF-a takoder je glavni
autokrini/parakrini ¢imbenik koji, aktiviraju¢i hormon osjetljivu lipazu, pokrece lucenje
slobodnih masnih kiselina i citokina iz masnog tkiva u krvotok (66) pri ¢emu se posljedi¢no
nakupljaju u jetri i skeletnim misi¢ima velike koli¢ine slobodnih masnih kiselina koje su
obilan supstrat za sintezu triglicerida i za glukoneogenezu. TNF-a ima izravnu ulogu u
razvoju ateroskleroze jer potic¢e ekspresiju adhezivnih molekula u endotelu i krvozilnom
glatkom misi¢ju. Osim toga, regulira mnoge gene izrazene u masnom tkivu odgovorne za

upalu, imuni odgovor i energetsku ravnotezu (67).
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1.3.3. IL-6

Interleukin 6 (IL-6) proupalni je citokin koji luce T-stanice i makrofagi da bi se stimulirao
imunoloski odgovor. Poznato je da se jedna trecina cirkuliraju¢eg IL-6 Iuci iz bijelog masnog
tkiva (68) te je dva do tri puta veée u visceralnom nego u subkutanom masnom tkivu (69).
Dakako, najveca koli¢ina IL-6 izlu¢enog iz masnog tkiva potjeCe iz stromalne vaskularne
frakcije endotelnih stanica, monocita/makrofaga, miocita i1 fibroblasta. Koli¢ina bijelog
masnog tkiva i razina IL-6 u pozitivnoj je vezi s indeksom tjelesne mase, a njihov se nadzor
vr$i preko inzulina i TNF-a ¢ime se remeti inzulinska signalizacija (70). Posljedi¢no,
plazmatske koncentracije IL-6 su povisene u pretilih $to je povezano s razvojem inzulinske
rezistencije i dijabetesa tip 2 (71). Uoceno je da unos hrane izrazito niske kalorijske
vrijednosti uzrokuje smanjenje tjelesne mase te znacajno snizava razine IL-6 u masnom tkivu

i serumu (72). IL-6 zajedno s TNF-a smanjuje lu¢enje adiponektina (41).
1.4. Utjecaj pretilosti na reproduktivni sustav

Pretilost, a posebno pretilost abdominalnog tipa, udruZena je s razli¢itim reproduktivnim
poremecajima. lako su mehanizmi kojima pretilost utjeCe na reproduktivne funkcije vrlo
slozeni i nisu do kraja razjas$njeni, ¢ini se da vaznu ulogu ima stanje funkcionalnog
hiperandrogenizma 1 hiperinzulinemija koja je udruZena sa stanjem inzulinske rezistencije
(66). Tocnije, abdominalna pretilost, kako je i prethodno receno, povezana je s inzulinskom
rezistencijom. Povecana koncentracija cirkulirajueg inzulina suprimira jetrenu sintezu
globulina koji veze spolne hormone (sex-hormone binding globulin — SHBG). Posljedica
smanjenja razine spomenutog hormona je povecanje razine funkcionalnih androgena $to moze
otezati ovulaciju zbog atrezije prematurnog folikula (73). Nakupljanje androgena glavni je

¢imbenika koji vodi ka ovulatornoj disfunkciji.

Nadalje, povecanim nakupljanjem masnog tkiva U organizmu zenski spolni sustav moze
biti zahvacen na razli¢itim razinama, ukljucuju¢i nadzor ovulacije, razvoj oocita, razvoj
embrija, razvoj endometrija, implantaciju embrija i razvoj ploda (74). Stein i Leventhal su
1934. god. prvi prepoznali poveznicu izmedu pretilosti i poremecaja reprodukcije. Opisali su
to sindromom ,,0“ (engl.): Overnourishment (prejedanje), Overproduction of insulin
(prekomjerno stvaranje inzulina), Ovarian confusion (smetnje jajnika) i Ovulation disruption
(poremecaj ovulacije) (75). Glavni primjer poveznice pretilosti s reproduktivnim ciklusom
uocava Se u najucestalijem endokrinom poremecaju danasnjice u zenskog spola reproduktivne

dobi — sindromu policisti¢nih jajnika (engl. polycystic ovary syndrome — PCOS). U osoba s
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navedenom dijagnozom postoji prevalencija pretilosti, centralnog nakupljanja masnog tkiva i
dislipdemije kao 1 veéa sklonost za razvoj dijabetesa tip 2 nego zdrave Zene reproduktivne
dobi. Naime, PCOS usko je povezan s funkcionalnim promjenama masnoga tkiva. Adipociti
hipertrofiraju na vecéu izloZenost androgenima ($to je jedna od glavnih odlika sindroma), a
hipertrofija masnoga tkiva i hiperandrogenizam vode k inzulinskoj rezistenciji (76). Slijedom
toga, leptin, kao prvi poznati adipokin, u fizioloskim uvjetima ometa steroidogenezu i u teka i
granuloza stanicama jajnika simultano djeluju¢i kroz antagonizam stimulacijskih faktora IGF-
I, transformiraju¢eg faktora rasta f (TGF-B), inzulina i LH. Budu¢i da u stanjima pretilosti
postoji rezistencija na leptin, dolazi do izostanka njegovih fizioloskih funkcija te se takoder

javljaju poteskoce u odabiru dominantnog folikula i maturacije oocite (77).

Nasuprot tome, adiponektin jo$ uvijek nema utvrdeno djelovanje u oboljelih od PCOS.
Naime, jedna skupina autora utvrdila je smanjenje razine adiponektina u osoba oboljelih od
PCOS-a u odnosu na zdrave kontrolne skupine, neovisno o indeksu tjelesne mase (78).
Smatra se da smanjena razina adiponektina ima vaznu ulogu u poticanju inzulinske
rezistencije povecavajuci razine triglicerida u krvi (79). S druge strane, druga skupina autora
objelodanila je rezultate istrazivanja u kojima su utvrdene jednake razine cirkulirajuéeg
adiponektina u osoba oboljelih od PCOS-a i zdravih kontrolnih skupina s istim indeksom
tjelesne mase (80). Ova studija nudi doprinos istrazivanjima na animalnim modelima da bi se
utvrdila bolja povezanost adiponektina, reproduktivne osi i povec¢anog nakupljanja masnog

tkiva u organizmu Zenskog spola i zenskih potomaka.

Vazno patofizioloSko djelovanje u nastanku visceralnog masnog tkiva i posljedi¢nog
djelovanja na hipotalami¢no-hipofizno-gonadalnu os ¢ine i stresne situacije zbog kojih se u
povecanim koli¢inama luce glukokortikoidi. Naime, kroni¢ni stres i poteSkoce u suo¢avanju
sa stresnim situacijama povezani su s hiperkortizolemijom i prolongiranom aktivacijom
simpati¢kog Ziv€anog sustava §to mozZe uzrokovati povecanu akumulaciju visceralne masti
(81). S druge strane, kroni¢na upala nastala posredovanjem medijatora upale lucenih iz
visceralnog masnog tkiva stvara tinjaju¢i kronicni stres organizma. Sve to vodi k pretvorbi
inaktivnog kortizona u aktivni kortizol pomoc¢u katalizirajueg enzimal 1B-hidroksiteroid
dehidrogenaza (11p-HSD) koji stvara masno tkivo. Navedeno je izravno povezano i s
povec¢anim nakupljanjem abdominalnog masnog tkiva u zivotinjskih modela hranjenih
povecanim udjelom masti (82). Taj fenotip Cesto je povezan s hipertofijom adipocita,

dislipidemijom i inzulinskom rezistencijom.
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Sve navedene promjene zavrSavaju razliCitim patofizioloskim manifestacijama koje su
povezane s poremecajima reproduktivnog ciklusa i neplodnosc¢u. Reproduktivni su ciklusi u
takvih jedinki anovulatorni i neredoviti. Zbog navedenih razloga oplodnja i implantacija su

otezane ili potpuno onemogucene (81).

1.5. Utjecaj majcéine prehrane tijekom skotnosti i laktacije na metabolizam i razvoj

pretilosti u potomka

Pretpostavke da ravnoteza makronutritijenata u majcinoj prehrani moze imati vazan
utjecaj na fiziologiju tijekom djetinjstva potomka, kao i tijekom njihova cijeloga zivota,
temelje se na nizu istrazivanja koja su provedena na skotnim $takoricama (83). Spomenuta
istrazivanja otkrila su postojanost razvojne plasti¢nosti i promjena u fenotipu kao odgovor na
izmijenjene okolisne ¢imbenike tijekom najranijih perioda zivota. Burdge GC. u svojem
istrazivanju dokazao je da su potomci posebno osjetljivi na prehrambene, hormonalne i
okolisne promjene tijekom gestacijskog i laktacijskog perioda §to moze imati za posljedicu
izmijenjenu fiziologiju nekoliko sustava tijekom zivota potomaka (84). Hrana bogata
kalorijama dobivenima primarno iz masti Cesto se upotrebljava u istrazivanjima da bi
oponasala zapadnjacki model prehrane kojemu je fetus izloZen, a ubudude i dijete, §to kasnije
povecava rizik od razvoja metaboli¢kih poremecaja (85). Ova studija istrazuje utjecaj majcine
masne prehrane tijekom ranog zivotnog razvoja Zenskog potomka, u smislu povec¢anog rizika
za razvoj pretilosti, metabolickih i reproduktivnih poremecaja tijekom kasnijeg Zivotnog

razvoja, u ovisnosti o prehrani potomka.
1.6. Model $takora u istrazivanjima pretilosti i reprodukcije

Za istrazivanje pretilosti najcesée se upotrebljavaju zivotinjski modeli, posebice Sprague
Dawley stakori (Madison, Wisconsin) (86). Nesrodeni je soj zivotinje (engl. outbreed) s§to ga
¢ini najblizim onome Sto se smatra idealnom populacijom budu¢i da oponasa genetsku
raznolikost poznatu u ljudskim populacijama. Najcesée se upotrebljavaju dva pristupa
hranjenju zivotinja — prvi je prehrana s visokim udjelom masti, a drugi prehrana s visokim
zapadnim kulturama. Oba pristupa upotrebljavaju se intenzivno ve¢ godinama i omogucili su
uvid u razvoj bolesti, posebno u razvoj metabolickog sindroma (14). Katkada se
upotrebljavaju modeli s mutiranim genima za leptinski receptor. Te Zivotinje nekontrolirano
unose hranu, a Zenke tijekom trudnoce imaju povecanu tjelesnu masu. Njihovi potomci imaju

vecu tjelesnu masu nego kontrolna skupina zbog promjena genotipa (87). Druga velika
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prednost tog modela Stakora je uspjesnost reprodukcije. I muzjaci i zenke postaju spolno zreli
sa 65 dana starosti te su plodni tijekom cijele godine. Gestacijsko razdoblje Sprague Dawley
Stakora iznosi 0od 21 do 22 dana te mogu okotiti do 12 mladuncadi (88). Razdoblje laktacije
traje tri tjedna, a potom mladunci prelaze na standardnu ishranu. Tri do Cetiri dana od
navedenog perioda zenke ponovo zapocinju s reproduktivnim ciklusom. Funkcionalna
morfologija stakorskog jajnika znacajna je pri prouc¢avanju folikulogeneze te su tako i klju¢no
sredstvo kojim se prate mnogobrojni utjecaji na rast i sazrijevanje jajnika, a time i njegovu
funkciju (89).

Reproduktivni ciklus zenke Stakora naziva se estrusom i sastoji se od Cetiri faze: estrusa,
metestrusa, diestrusa i1 proestrusa. Ovulacija se dogada od pocetka proestrusa do kraja estrusa.
Od pocetka spolne zrelosti do dobi od dvanaest mjeseci, srednja duljina trajanja ciklusa je
Cetiri dana i tako kratak ciklus Cini Stakora idealnim Zivotinjskim modelom za istrazivanje
poremecaja reproduktivnog ciklusa (90). Tijekom estrusa, prolaktin, LH i FSH su niski i rastu
tijekom poslijepodneva u proestrus fazi. Razine estradiola poc¢inju rasti u metestrusu, dostizu
vrhunac tijekom proestrusa i vra¢aju se na bazalne razine u estrusu. Izlu¢ivanje progesterona
takoder raste tijekom metestrusa 1 diestrusa te nakon toga opada. Vrijednosti progesterona
ponovno dostizu svoj vrhunac krajem proestrusa (91). Za odredivanje etape reproduktivnog
ciklusa u Stakora najceSée se upotrebljava metoda vaginalnih briseva. Odredivanje etape
temelji se na odnosima medu tri tipa stanica koje se promatraju u vaginalnim brisevima:
oroznjele stanice, epitelne stanice i leukociti. Oroznjele su stanice velike, nepravilnog oblika,
ve¢inom bez jezgre. Epitelne Su stanice manje od oroZnjelih i zaobljenog su oblika. U
proestrusu imaju jezgru i granuliran izgled, a u metestrusu ve¢inom nemaju jezgru i manje su
granulirane. Leukociti su vrlo male, okrugle stanice. Na manjim povecanjima u njima se ne
moze uocCiti jezgra. Svaka faza reproduktivnog ciklusa Stakora ima karakteristicnu
kombinaciju stanica u vaginalnom brisu s predominacijom jednog tipa. Tako se u estrusu vide
oroznjele stanice u velikom broju u nakupinama i trakama koje se ¢ak mogu vidjeti i golim
okom. Bris u metestrusu sadrzi velik broj leukocita i manji broj vec¢inom velikih,
negranuliranih epitelnih stanica bez jezgre. U ranom metestrusu moguce je vidjeti i poneku
veliku oroznjelu stanicu. Vaginalni bris u diestrusu ve¢inom sadrzi leukocite s promjenjivim
brojem epitelnih stanica i malih oroznjelih stanica. Proestrus je karakteriziran okruglim i
ovalnim epitelnim stanicama s jezgrom. Neke od njih mogu pokazivati rane stadije
orozavanja, tj. postaju vece i nepravilnog oblika (92). Procjena poremecaja reproduktivnog

ciklusa takoder se temelji na pregledu vaginalnih briseva. Svaki ciklus kraéi od ¢etiri i dulji
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od pet dana smatra se nepravilnim. Produljeni ciklusi ¢e$¢i su nego ciklusi kraci od cetiri
dana. Moguca je takoder i pojava produljenja samo odredene etape ciklusa. Pojava takvog
oblika poremecaja ciklusa raste s dobi, ali moze biti i znak poremecaja u hormonskom statusu
organizma (93). Ovom studijom se istrazuje kakav utjecaj ima masna prehrana majke prije i
tijekom skotnosti i1 laktacije na reproduktivni ciklus zenskog potomka, u zrelijoj dobi

hranjenih postnatalnom masnom ili standarnom ishranom.
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2. HIPOTEZA

Masna prehrana majki Sprague Dawley Stakora 1 izmjena tipa prehrane medu
generacijama ima utjecaj na promjene u tjelesnoj masi, razini cirkuliraju¢ih lipida i adipokina

te kvaliteti reproduktivnog ciklusa u zZenskih potomaka.
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3. CILJEVI

Ciljevi istrazivanja su sljedeci:

utvrditi uspjesnost skotnosti i prezivljavanja potomaka u obje skupine majki u
ovisnosti o vrsti prehrane

ispitati promjene u reproduktivnom ciklusu u ovisnosti o vrsti prehrane majke i
potomka u svakoj skupini potomaka uzimajuéi bris rodnice

prikazati razlike u tjelesnoj masi i indeksu tjelesne mase u ovisnosti o vrsti prehrane u
svakoj skupini majki i potomaka

ispitati razlike u razini cirkulirajucih razina triglicerida i kolesterola u ovisnosti o vrsti
prehrane u svakoj skupini majki i potomaka

ispitati razlike u razini cirkulirajucih razina adiponektina, TNF-o. i IL-6 u ovisnosti o

vrsti prehrane u svakoj skupini majki i potomaka.
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4. MATERIJALI | METODE

Istrazivanje je oblikovano kao nasumic¢ni kontrolirani pokus. Raspodjela ispitivanih
zivotinja temeljila se isklju¢ivo na slucajnosti uporabom generatora slucajnih brojeva

(www.randomizer.org) (94).
4.1. Protokol uzgoja Stakora

Deset zenki Sprague Dawley Stakora s navrSenih devet tjedana starosti nasumicno je
podijeljeno u dvije skupine (Slika 4.1.). Tijekom Sest tjedana jedna je skupina hranjena
standardnom laboratorijskom hranom (Mucedolla, Italija) (CD skupina (engl. control diet);
n=5), a druga skupina hranom bogatom zasi¢enim masnim kiselinama (Zito d.o.o., Hrvatska)
(HFD skupina (engl. high fat diet); n=5) (Tablica 4.1.). U koordinaciji s prehrambenim
tehnologom osmisljena je recepturna smjesa za masnu dijetu, proizvedena u kontroliranim
uvjetima slijede¢i upute o laboratorijskoj hrani koja se provodi u sklopu Istrazivanja na
laboratorijskim zivoinjama.. Smijesa je osmisljena po uzoru na prehrambeni model zapadnih
zemalja gdje je zabiljezen alarmantni porast pretilosti, gdje 60% od ukupnih kilokalorija
otpada na masti (28% ukupnih sirovih masti), gdje sojino ulje kod kontrolne skupine sadrzi
oko 78% nezasi¢enih masnh kiselina, palmino ulje sadrzi minimalno 50% zasi¢enih masnih
kiselina. Zbog pretezitog sadrzaja zasicenih masnih kiselina kod HFD skupine, osobito
palmitinske (zasi¢ene masne Kkiseline) istrazivanja su pokazala da u veéim koli¢inama
povecavaju rizik razvoja metaboli¢kog sindroma u animalnim i humanim studijama (95-97).
Zabiljezene su i velike promijene i utjecaj zapadne dijete medu spolovima (98) pa je radi
to¢nije 1 CiSc¢e statisticke analize, provedena studija samo na zenskim jedinkama.

U dobi od navrSenih 15 tjedana, Stakorice obje skupine parene su s istim muZzjakom.
Nakon tri tjedna nosenja mladih, biljezio se broj mladih po Stakorici pri okotu te broj mladih
po Stakorici tri dana poslije okota. Nakon perioda laktacije u trajanju od tri tjedna, Zenski
potomci podijeljeni su u cetiri skupine (n=6 po svakoj) s razli¢itim protokolom prehrane: a)
CD-CD (standardno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki), b) CD-HFD
(standardno hranjeni potomci od masno hranjenih majki), c) HFD-CD (masno hranjeni
potomci od standardno hranjenih majki) i d) HFD-HFD (masno hranjeni potomci od masno
hranjenih majki). Stakori su bili smjesteni u odvojenim kavezima u prostorijama Vivarija
Medicinskog fakulteta Osijek u kontroliranim uvjetima (temperatura prostorije 22 °C s 12-
satnim dan-noé¢ ciklusima). Stakori hranjeni standardnom laboratorijskom hranom imali su

pristup hrani i vodi ad libidum dok se skupinama majki i potomaka koji su bili na masnoj
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ishrani kontrolirano davala hrana dvaput tijekom dana, u 9 i u 16 sati, da bi se sprijeio
nastanak pretilosti zbog prekomjernog unosa hrane. Potomcima u dobi od navrSenih 18
tjedana uzimali su se brisevi rodnice kroz period od 15 dana. U starosti majke od 37 tjedana i
potomaka od 20 tjedana sve su $takorice bile vagane, uziman je uzorak venske Krvi iz repne
vene te se mjerila duljina desne goljeni¢ne kosti. Istrazivanje je odobreno od strane Etickog
povjerenstva Medicinskog fakulteta Osijek (Klasa: 602-04/14-08/06, Ur. broj: 2158-61-07-
14-13) i Ministarstava poljoprivrede (klasa: UP/I-322-01/11-01/150, Ur.broj: 525-06-1-
0255/12-2) te je uskladeno po Europskim direktivama o skrbi za laboratorijske zivotinje.
Uzgoj i provodenje istrazivanja provodili su asistenati Katedre za anatomiju i neuroznanost
koji posjeduju licencu za rad s laboratorijskim zivotinjama u znanstvene svrhe. Tijekom
provodenja istrazivanja postivala su se osnovna nacela zaStite dobrobiti laboratorijskih 1
pokusnih Zivotinja. Uzorak zivotinja zbog toga se smanjio na broj dostatan da zadovolji
statisticku analizu. Sudionici u istrazivanju obvezali su se na odgovornost tijekom provodenja
pokusa, stoga su provedeni postupci bili $to manje invazivni (koliko princip istrazivanja to
dozvoljava) da bi se zZivotinjama olakSala bol i patnja. Primjenjivao se koncept ,,5 sloboda“
prema kojem je svaka Zivotinja bila liSena gladi i zedi, neudobnosti, ozljeda, straha i stresa.

Time se omogucilo slobodno pokazivanje vrsnospecifiénog ponasanja svake zivotinje.
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Slika 4.1. Protokol uzgoja Stakora

Deset zenki Sprague Dawley Stakora s navr§enih devet tjedana starosti podijeljeno je u dvije skupine. Tijekom

Sest tjedana jedna je skupina hranjena standardnom laboratorijskom hranom (CD skupina; n=5), a druga skupina

hranom bogatom zasi¢enim masnim kiselinama (HFD skupina; n=5). U dobi od navr$enih 15 tjedana stakorice

su obje skupine parene. Nakon tri tjedna nosenja mladih biljezio se broj mladih po Stakorici prilikom okota te

broj mladih po $takorici tri dana poslije okota. Nakon perioda laktacije u trajanju od tri tjedna, Zenski potomci
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podijeljeni su u &etiri skupine (n=6 po svakoj) s razli¢itim protokolom prehrane: CD-CD (standardno hranjeni

potomci od standardno hranjenih majki), CD-HFD (standardno hranjeni potomci od masno hranjenih majki),

HFD-CD (masno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki) i HFD-HFD (masno hranjeni potomci od

masno hranjenih majki). Potomcima u dobi od navrSenih 18 tjedana uzimali su se brisevi rodnice u periodu od

15 dana. U starosti majke od 37 tjedana i potomaka od 20 tjedana sve $takorice bile su vagane, uziman je uzorak

venske Kkrvi iz repne vene te se mjerila duljina desne goljeni¢ne kosti.

Tablica 4.1. Smjesa hrane

Recepturna smjesa standardne laboratorijske hrane (CD) i hrane bogate zasi¢enim masnim kiselinama (HFD).

*u formi sojinog ulja; **u formi palminog ulja

CD hrana HFD hrana
Tijekom prvih 14 Nakon 14. tjedna
tjedana zivota zivota

Ugljikohidrati 53,7% 66,5% 30%
Zivotinjski proteini 4,7% 3,5%
Biljni proteini 27,2%

o ) 30,5% 18,2%
(soja i kvasci)
Masti 1,4%* 0,4%* 28%**
Vitaminsko-mineralni

o 4,1% 3,2% 3,9%

premiksi
Krmna smjesa 3,0% 7,5% 9,7%
Aminokiseline 0,1% 0,1% 0,1%

4.2. Utvrdivanje skotnosti majki i preZivljenja potomaka

Utvrdivanje skotnosti provodilo se svako jutro izmedu 7 i 10 sati metodom utvrdivanja

vaginalnog ¢epa. Brojnost potomaka utvrdivalo se za svaku majku posebno prvi dan po okotu

I tre¢i dan te se time izraunala uspjeSnost prezivljavanja potomaka.
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4.3. Utvrdivanje reproduktivnog ciklusa u potomaka

U dobi od 18 tjedana zapocelo se s uzimanjem brisa rodnice te je nastavljeno kroz 15
dana, svaki dan u 14 sati. Bris rodnice uzimao se uno$enjem pamucnog Stapi¢a u rodnicu
prethodno namocenog u fiziolosku otopinu. Nakon nekoliko rotacija §tapi¢a unutar rodnice,
stanice su se nanosile na histolosko stakalce. Zatim su osusene na zraku te bojane May-
Griinwald-Giemsa bojanjem (99). Morfoloske karakteristike brisa promatrale su se pod
svjetlosnim mikroskopom pod povecanjem od 100x i 400x (Olympus®; BX50 mikroskop), a
digitalne slike napravljene su aparatom Olympus®; C-5050 digital camera te programom
QuickPHOTO PRO imaging software (Promicra s.r.o., Prag, Republika Ceska) da bi se mogla
utvrditi faza ciklusa. Odredivala se zastupljenost razli¢itih vrsta stanica: epitelnih stanica,
roznatih stanica i leukocita. Ovisno o zastupljenosti vrste stanica, odreden je proestrus, estrus,
metestrus i diestrus te duzina trajanja pojedine faze i njihovo pravilno izmjenjivanje. Svi

ciklusi koji su trajali produzeno (>5 dana) ili je trajanje pojedine etape bilo predugo ili se

etape nisu smjenjivale u normalnim obrascima, smatrali su se nepravilnima (90).

Slika 4.2. Odredivanje faze estrusa procjenom zastupljenosti stanica

Tri su osnovne vrste stanica koje se mogu uoéiti u uzorcima vaginalnih brisova: a) oroZznjene plocaste stanice, b)
epitelne stanice s jezgrom, c) leukociti. Udio navedenih tipova stanica u uzorku odreduje etapu ciklusa u
Stakorice: (E) estrus, (M) metestrus, (D) diestrus, ili (P) proestrus faza. (May-Griinwald-Giemsa bojanje, 100x
(E, M, D, P) and 400x (a, b, c)).
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4.4. Vaganje i racunanje BMI-a

Majke i potomci vagani su vagom Beurer KS 22, Peking, Kina. BMI (indeks tjelesne
mase) ra¢unao Se koriste¢i pojednostavljenu formulu: tjelesna masa (g)/ukupna duljina
goljeni¢ne kosti (mm?) (16). Duljina goljeni¢ne kosti mjerena je mikrometarskim kaliperom

od hrapavosti tibije do medijalnog maleola (17).
4.5. Uzimanje uzorka krvi i biokemijska analiza seruma

Uzorak venske krvi uziman je punkcijom iz repne vene, zatim je 30 minuta skladiStena na
sobnoj temperaturi nakon ¢ega je centrifugirana brzinom od 3000 okretaja u minuti kroz 15
minuta. Pipetiranjem izolirani serum pohranjen je na -20°C. Uc¢injena je biokemijska analiza
razine triglicerida i kolesterola komercijalnim kitovima na Zavodu za klini¢ku laboratorijsku
dijagnostiku KBC-a Osijek uredajem Olympus Diagnostic Systems group (Mellvile, NY)
(100). Metodom imunokemijske analize ELISA kitovima (BioVendor, Laboratory medicine,
Republika Ceska) odredile su se koncentracije adiponektina, TNF-a i IL-6 prema protokolu
proizvodaca (101, 102). Uzorci su se mjerili u duplikatima kako bi se dobili §to precizniji
rezultati i zatim ocitavali uz pomo¢ Cita¢a mikrotitarskih plo¢ica (ELISA) — BioRad 93200

PR3100 TSC Microplate Reader u Laboratoriju za imunologiju Medicinskog fakulteta Osijek.
4.6. Statisticka obrada

Veli¢ina uzorka odredena je na temelju preliminarnih rezultata istraZivanja. Za uoc¢avanje
efekta od 0,25+/-0,1 uz 0=0,05 i snagu testa 0,8 potrebna je veli¢ina uzorka od najmanje pet
Zivotinja po skupini (Sigma Plot inacica 11.0, Systat Software, Inc., San Jose, CA 95110
SAD). Varijable su prikazane kao medijan s interkvartilnim rasponom (Me [Q1-Q3]) te
graficki koriStenjem Whiskers bar grafova. Stupcastim grafikonom prikazani su podatci
dobiveni citoloskim promatranjem. Budu¢i da je uzorak Stakorica po grupi ogranicen (zbog
zakonskih odredbi za koriStenje Zivotinja u znanstvene svrhe), analize medu grupama
obavljale su se neparametrijskim testovima. Mann-Whitney test upotrebljavao se za testiranje
dvije nezavisne skupine koji je prosiren s Kuskal-Wallis testom za poredenje tri ili vise
nezavisnih uzoraka. Razina statistiCke znacajnosti odredena je za vrijednosti P<0.05. Analiza

podataka vrsila se koristenjem IBM SPSS Statistics v21.0.
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5. REZULTATI

5.1. Uspjesnost skotnosti majki i prezivljavanje potomaka

Broj dana potrebnih za uspjesnost skotnosti znacajno se razlikovala izmedu CD i HFD
skupina majki (P=0.009) u korist CD skupine. Ukupni broj novorodenih po majci u CD
skupini iznosio je 78, a u HFD skupini 44 potomka. Prosjek prezivjelih potomaka tri dana

nakon okota u CD skupini majki bio je znacajno ve¢i nego u HFD grupi (15.6 naspram 7.6).
5.2. Kvaliteta reproduktivnog ciklusa potomaka

Citoloska analiza vaginalnih brisova u svih potomaka majki hranjenih standardnom
laboratorijskom hranom prikazala je normalan reproduktivni ciklus (CD-CD i CD-HFD
skupina). Slike 5.1 i 5.2. prikazuju pravilnu izmjenu svih faza ciklusa na temelju analize

citoloskog brisa §to govori u prilog urednog reproduktivnog ciklusa.

Potomci masno hranjenih majki (HFD-CD i HFD-HFD skupina) prikazali su nepravilne
izmjene faza ciklusa ili produljenu diestrus fazu (slika 5.3 i slika 5.4.) §to se citoloskom

analizom smatra nepravilnim reproduktivnim ciklusom.
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Slika 5.1. Znacajke vaginalnih citoloskih briseva u CD-CD skupini potomaka

Potomcima CD-CD (n=6) u dobi od navrsenih 18 tjedana uzimali su se brisevi rodnice u periodu od 15 dana (dani prikazani na apscisi). Promatrana je izmjena faza
reproduktivnog ciklusa jedinke (proestrus, diestrus, metestrus, estrus prikazani na ordinati). Citoloski brisevi zdravo hranjenih potomaka majki hranjenih standardnom

laboratorijskom hranom (CD-CD) bili su uredni.
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Slika 5.2. Znacajke vaginalnih citoloskih briseva u CD-HFD skupini potomaka
Potomcima CD-HFD (n=6) u dobi od navrSenih 18 tjedana uzimali su se brisevi rodnice u periodu od 15 dana (dani prikazani na apscisi). Promatrana je izmjena faza

reproduktivnog ciklusa jedinke (proestrus, diestrus, metestrus, estrus prikazani na ordinati). Citoloski brisevi masno hranjenih potomaka majki hranjenih standardnom

laboratorijskom hranom (CD-HFD) bili su uredni.
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Slika 5.3. Znac¢ajke vaginalnih citoloskih briseva u HFD-CD skupini potomaka

Potomcima HFD-CD (n=6) u dobi od navr$enih 18 tjedana uzimali su se brisevi rodnice u periodu od 15 dana (dani prikazani na apscisi). Promatrana je izmjena faza

reproduktivnog ciklusa jedinke (proestrus, diestrus, metestrus, estrus prikazani na ordinati). Citoloski brisevi zdravo hranjenih potomaka majki hranjenih hranom s poviSenim
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udjelom zasi¢enih masnih kiselina (HFD-CD) prikazali su nepravilnosti u smislu nepravilne izmjene faza ciklusa ili produzene diestrus faze.
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Slika 5.4. Znacajke vaginalnih citoloskih briseva u HFD-HFD skupini potomaka

Potomcima HFD-HFD (n=6) u dobi od navrsenih 18 tjedana uzimali su se brisevi rodnice u periodu od 15 dana (dani prikazani na apscisi). Promatrana je izmjena faza

reproduktivnog ciklusa jedinke (proestrus, diestrus, metestrus, estrus prikazani na ordinati). Citoloski brisevi masno hranjenih potomaka majki hranjenih hranom s povisenim

udjelom zasi¢enih masnih kiselina (HFD-HFD) prikazali su nepravilnosti u smislu nepravilne izmjene faza ciklusa ili produzene diestrus faze.
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Slika 5.5. Pregled znacajki vaginalnih citoloSkih briseva po skupinama potomaka

Citoloski brisevi svih potomaka majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom bili su uredni (CD-CD,
CD-HFD) dok su svi citoloski brisevi potomaka majki hranjenih hranom s povisenim udjelom zasi¢enih masnih
kiselina (HFD-CD, HFD-HFD) prikazali nepravilnosti u smislu nepravilne izmjene faza ciklusa ili produZzene
diestrus faze. CD-CD (standardno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki), CD-HFD (standardno
hranjeni potomci od masno hranjenih majki), HFD-CD (masno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki)

i HFD-HFD (masno hranjeni potomci od masno hranjenih majki).

5.3. Tjelesna masa i BMI (indeks tjelesne mase)

Poveéan unos zasi¢enih masti nije imao utjecaj na BMI u majki niti u potomaka (redom
P=0.46 i P=0.42). Unato¢ tomu CD-CD S§takori imali su najvecu tjelesnu masu, a post-hoc
analizom uoceno je da je njihova tjelesna masa znafajno veca usporeduju¢i s CD-HFD

grupom (P=0.04) (Slika 5.6.A).
5.3.1. Tjelesna masa i BMI u obje skupine majki

Veca tjelesna masa mjerena je u HFD skupini majki (Me=272[268-285]) dok je medijan

indeksa tjelesne mase bez osobitih razlika izmedu obje skupine majki (0.046 g/mm2).

Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu CD i HFD majki u tjelesnoj tezini i BMI (Slika
5.6.)
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Slika 5.6. Graficki prikaz A) tjelesne mase (g) i B) BMI-a (indeksa tjelesne mase)
(g/mm?) u obje skupine majki
Podatci su prikazani koriste¢i Whiskers bar grafikone. Razlike medu grupama testirane su Mann-Whitney U

testom, razina statisti¢ke zna¢ajnosti odredena je za vrijednosti P<0.05.

*CD - standardna laboratorijska hrana, THFD — hrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama.

5.3.2. Tjelesna masa i BMI u svim skupinama potomaka

Najveca tjelesna masa izmjerena je u CD-CD skupini potomaka (Me=254[247-264]) dok
je najniza u CD-HFD skupini (Me=232[218-251]). Statisticki znacajna razlika u tjelesnoj
masi bila je izmedu CD-CD i CD-HFD skupine (P=0.04), sto medu ostalim skupinama nije
uoceno (Slika 5.7.). Najve¢i BMI imala je CD-CD skupina potomaka (Me=0.046[0.045-
0.047]), dok je u ostalim skupinama medijan iznosio 0.045. Mann-Whitney-evim testom nije

uocena razlika u iznosi BMI medu skupinama potomaka.
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Slika 5.7. Grafi¢ki prikaz A) tjelesne mase (g) i BMI-a (indeksa tjelesne mase (g/mm?) u

svim skupinama potomaka

Podatci su prikazani koriste¢i Whiskers bar grafikone. Razlike medu grupama testirane su Mann-Whitney U
testom, razina statisti¢ke zna¢ajnosti odredena je za vrijednosti P<0.05.

$CD-CD (standardno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki), §CD-HFD (standardno hranjeni potomci
od masno hranjenih majki), ||[HFD-CD (masno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki) i §HFD-HFD

(masno hranjeni potomci od masno hranjenih majki).

5.4. Razina cirkulirajudih lipida

Koncentracije serumskog triglicerida i Kkolesterola opcenito su bile vise u majki i
potomaka hranjenih hranom koja sadrzava veéi udio zasi¢enih masnih kiselina nego u majki i

potomaka hranjenih standardnom laboratorijskom hranom.

5.4.1. Trigliceridi i kolesterol u obje skupine majki

Hranjenje masnom prehranom rezultiralo je znacajnim povecanjem koncentracije
triglicerida u HFD majki (Me=1.47[1.43-1.76]) usporeduju¢i s CD majkama (Me=0.97[0.63-
1.09]; P=0.008) (Slika 5.8.A).

Povisene vrijednosti kolesterola mjerene su u HFD majki usporedujuéi one mjerene u CD
majki (P=0.008) (Slika 5.8.B).
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Slika 5.8. Graficki prikaz razine A) triglicerida (mmol/l) i B) kolesterola (mmol/l) u obje
skupine majkKi
Podatci su prikazani koriste¢i Whiskers bar grafikone. Razlike medu grupama testirane su Mann-Whitney U

testom, razina statisti¢ke zna¢ajnosti odredena je za vrijednosti P<0.05.

*CD - standardna laboratorijska hrana, tHFD — hrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama.

5.4.2. Trigliceridi i kolesterol u svim skupinama potomaka

Razine triglicerida razlikovale su se medu skupinama potomaka (P=0.001). Najvisa razina
triglicerida izmjerena je u HFD-HFD skupini (Me=0.87[0.83-1.01]) dok je u potomaka CD
majki, koji su bili izlozeni HFD hrani (CD-HFD skupina), izmjerena najniza razina
triglicerida (Me=0.56[0.44-0.59]). Post hoc analiza pokazala je znacajne razlike izmedu HFD-
HFD i CD-HFD te HFD-CD skupine (P=0.002 u oba slué¢aja) (Slika 5.9.).

Znacajno poveCana razina kolesterola u potomaka bila je u CD-HFD skupini
(Me=3.30[2.94-4.25]). Statisti¢ki znacajna razlika bila je izmedu HFD-CD skupine i CD-HFD
te HFD-HFD skupine (P=0.002 u oba sluc¢aja) (Slika 5.9.).

Izmjerene vrijednosti kolesterola unutar skupina potomaka prikazale su vecu varijabilnost
unutar uzorka naspram rezultata razine triglicerida. Iznimka su vrijednosti kolesterola u HFD-

CD skupini unutar koje je rezultat koherentan (Slika 5.9.).
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Slika 5.9. Grafi¢ki prikaz razine A) triglicerida (mmol/l) i B) kolesterola (mmol/l) u svim

skupinama potomaka

Podatci su prikazani koriste¢i Whiskers bar grafikone. Razlike medu grupama testirane su Mann-Whitney U
testom, razina statisti¢ke zna¢ajnosti odredena je za vrijednosti P<0.05.

+CD-CD (standardno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki), §CD-HFD (standardno hranjeni potomci
od masno hranjenih majki), [HFD-CD (masno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki) i {HFD-HFD
(masno hranjeni potomci od masno hranjenih majki).

5.5. Razina cirkulirajuéih adipokina

Gledajuci opcéenito, poviSene razine proupalnih adipokina TNF-a i IL-6 izmjerene su u
skupini majki hranjenih povecanim udjelom zasi¢enih masti (HFD skupina) te njihovih

potomaka koji su hranjeni istim dijetalnim rezimom (HFD-HFD).
5.5.1. Adiponektin, TNF-a i IL-6 u obje skupine majki

StatistiCki znacajno niZza razina adiponektina izmjerena je u HFD skupini majki
(Me=16.32[16.07-16.57], P=0.009) (Slika 5.10. A) dok je u istoj skupini izmjerena povisena
razina TNF-a i IL-6, no statisticki znacajna razlika uocena je u izmjerenim vrijednostima IL-6
(Me=81.14[75.18-84.48], P=0.009) (Slika 5.10. C).
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Slika 5.10. Grafic¢ki prikaz razine A) adiponektina (mmol/l), B) TNF-a (mmol/l) i C) IL-
6 (mmol/l) u obje skupine majki
Podatci su prikazani koriste¢i Whiskers bar grafikone. Razlike medu grupama testirane su Mann-Whitney U

testom, razina statisti¢ke zna¢ajnosti odredena je za vrijednosti P<0.05.

*CD - standardna laboratorijska hrana, THFD — hrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama.

5.5.1. Adiponektin, TNF-a i IL-6 u svim skupinama potomaka

Kruskal-Wallisovim testom uocena je statisticka znacajna razlika medu skupinama
potomaka, naizraZenije u vrijednostima adiponektina i IL-6 (P=0.001), dok je P=0.024

iznosio za vrijednosti TNF-a.

Statisticki znacajne razlike uocCene su u izmjerenim razinama adiponektina izmedu
pojedinih skupina potomaka, posebice izmedu HFD-HFD skupine s CD-CD, odnosno CD-
HFD skupinom (P=0.004). Naime, najnize razine izmjerene su u HFD-HFD skupini
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(Me=15.73[15.08-16.12] dok su najvise mjerene u CD-CD skupini (Me=16.98[16.46-17.45])
(Slika 5.11.A).

Najvise koncentracije TNF-o i IL-6 izmjerene su u HFD-HFD potomaka
(Me=58.89[53.46-63.61] za TNF-a, odnosno Me=96.71[80.36-106.36] za IL-6). Znacajna
statistiCka razlika za vrijednosti TNF-a bila je izmedu CD-CD i HFD-HFD potomaka
(P=0.004) te potomaka majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom (CD-CD i CD-
HFD, P=0.054) (Slika 5.11.B). Vrijednosti IL-6 znacajno su se razlikovale izmedu skupina
CD-HFD i svih ostalih skupina potomaka (P=0.004) (Slika 5.11.C).

Najizrazenija varijabilnost vrijednosti adiponektina i IL-6 zabiljezena je u HFD-HFD
skupini (Me=15.73[15.08-16.12] za adiponektin, Me=96.71[80.36-106.36] za IL-6), dok je
koherentnost vrijednosti uo¢ena u CD-CD skupini za vrijednosti TNF-a (49.66[49.31-50.69])
I IL-6 (64.51[63.89-65.03]).
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Slika 5.11. Grafic¢ki prikaz razine A) adiponektina (mmol/l), B) TNF-a (mmol/l) i C) IL-

6 (mmol/l) u svim skupinama potomaka

Podatci su prikazani koriste¢i Whiskers bar grafikone. Razlike medu grupama testirane su Mann-Whitney U
testom, razina statisti¢ke zna¢ajnosti odredena je za vrijednosti P<0.05.

+CD-CD (standardno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki), §CD-HFD (standardno hranjeni potomci
od masno hranjenih majki), ||[HFD-CD (masno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki) i §HFD-HFD

(masno hranjeni potomci od masno hranjenih majki).
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6. RASPRAVA

Opce je poznato da pretilost narusava funkcioniranje organizma u cijelosti. Hipotalamus,
hipofiza i/ili jajnici mogu biti zahvaéeni zbog manjkave prehrane. Intervencije u nacinu zivota
i smanjenje tjelesne mase ne samo da poboljsavaju sastav tijela i Smanjuju inzulinsku

rezistenciju nego takoder utjecu i na reproduktivni fenotip (103).

Ovo istrazivanje temeljilo se isklju¢ivo na Zzenskim jedinkama zbog specifi¢nih sklonosti
razli¢itim bolestima muskog i1 zenskog spola. Primjerice, autoimuni poremecaji ucestaliji su u
zenskog spola dok je muski skloniji razvoju kardiovaskularnih i infektivnih bolesti (104, 105).
Postoje takoder spolne razlike i u odgovoru HPA o0sovine na stresne Cimbenike; razine
glukokortikoida znacajno su veée kod zenskog spola nego kod muskog (106). Osim toga,
reprodukcija zahtijeva mnogo veéu potro$nju energije kod zenskih jedinki nego kod muskih.
Prehranjivanje potomaka tijekom trudnoce i laktacije te njihov kasnija skrb do odrasle dobi
uzrokuje najveé¢i utroSak energije kakvu ¢e Zenski sisavac imati tijekom svoga zivotnog
vijeka. Smatra se da je Zenski spolni sustav zbog toga skloniji vanjskim utjecajima i stresu
nego muski. U kontekstu rada proucavao se utjecaj okolnih ¢imbenika na koje je spolni sustav
iznimno osjetljiv (107). Sukladno svemu navedenom, a zbog relevantnijih rezultata i njihova
detaljnijeg pojasnjenja, u ovom istrazivanju isklju¢ivo se razmatralo djelovanje povecanog

unosa zasi¢enih masti na majke i Zenske potomke.

Uspjesnost skotnosti i prezivljavanje potomaka CD i HFD skupine majki

Rezultati su pokazali da je uspjesnost skotnosti u HFD majki bila znacajno niza,
usporedujuci s kontrolnom skupinom. Nadalje, HFD majke su imale vise tegoba u iznosenju
zdravih potomaka tijekom perinatalnog perioda, odnosno uoceno je da su potomci HFD majki
u vecoj mjeri umirali tijekom prva tri dana Zivota Sto je u skladu s rezultatima prethodnih
istrazivanja (108). Neuspjen HFD majki da provedu ocekivani metaboli¢ki prijenos od
trudnoce do laktacije mogao bi djelomi¢no objasniti navedene poteskoce u reprodukciji. lako
uzrok te povezanosti nije u potpunosti razjasnjen, jedno je mogucée objasnjenje da smetnje u
podjeli makronutritijenata, kao Sto je pretilost, vode k energetskoj inhibiciji reprodukcije
(109). Nadalje, poznato je da kroni¢ne bolesti i kroni¢na upalna stanja znac¢ajno mogu utjecati
na visoko negativan evolutivni probir. Kroni¢ne upalne bolesti mogu voditi k smanjenju

reproduktivnog potencijala budu¢i da oboljele jedinke time imaju veliki nedostatak. Shodno
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ranije objasnjenom konceptu pretilosti kao kroni¢ne upale, moze se smatrati da trajna upala
moze inhibirati hipotalami¢no-hipofizno-gonadalnu os, vode¢i k poteskocama plodnosti.
Navedeno je dokazano u nekolicini istrazivanja koja su proucavala utjecaj kroni¢nih upalnih
bolesti na plodnost unato¢ dobroj medicinskoj kontroli stanja bolesti (110). U ovom
istrazivanju su uocene poviSene vrijednosti proupalnih citokina u HFD majki $to bi moglo
imati negativan utjecaj na razvoj hipotalami¢no-hipofizno-gonadalne osi potomka. Uzrok
velike perinatalne smrtnosti nije u potpunosti jasan, ali moglo bi ukljucivati bioloSke i
bihevioralne komponente. Moguce je da potomci HFD majki nisu u moguénosti unositi
dovoljne koli¢ine njihova energetski jakog mlijeka ili metabolizirati dugolancane masne
kiseline kojima obiluje to mlijeko. Utjecaj navedenih razlika u sastavu mlijeka na rast
potomaka jo§ nije potvrden (111). Ogranienje u razmatranju navedenih obja$njenja je u
¢injenici da tijekom istrazivanja nije uziman uzorak i razmatran sastav maj¢inog mlijeka.
Mogucée je objasnjenje i da potomci nisu u moguénosti poticati odgovaraju¢i majcinski
odgovor budu¢i da HFD majke nemaju izrazenu odgovarajucu skrb za potomke. Naime,
poznato je da je ponasanje majki $takorica hranjenih hranom sa zasi¢enim masnim kiselinama
abnormalno sto vodi do vece ucestalosti kanibalizma potomaka (112). Potonje je obja$njeno
poveéanim stresom majki tijekom hranjenja takvom vrstom hrane (113), neodgovarajuc¢im
razvojem potomka (114), te promjenama na hipotalamusu majke uzrokavim pretilos¢u (115).
Navedeno bi se sitrazilo konkretnijom bihevioralnom analizom majki i potomaka, u smislu
24-satnog nadzora skrbi nad potomcima. Na temelju navedenog bi se dokazala pretpostavka
da kvalteta prehrane majke tijekom skotnosti i laktacije ima izravan utjecaj na skrb majke o
potomku.

Promjene u reproduktivnom ciklusu potomaka masno hranjenih majki

U radu se istrazivao i utjecaj majcine prehrane te prehrane potomaka na citoloske
promjene u brisevima rodnice zenskih potomaka. Opcenito, citoloSki brisevi rodnica svih
potomaka majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranim bili su uredni dok su
citoloski brisevi rodnica svih potomaka majki hranjenih masnom hranom pokazali nepravilne
izmjene faza reproduktivnog ciklusa i/ili produljenu fazu diestrusa. Ovo je prvo istrazivanje
na Stakorima kojim se dokazuje promjena citoloSkog nalaza u drugoj generaciji Zenskih
potomaka, a koje je izravna posljedica tipa promjene prehrane. Utjecaj majcine prehrane na

kvalitetu spolnog ciklusa potomaka mogao bi se objasniti utjecajem stresnih stimulusa na os

37



hipotalamus-hipofiza-jajnik. U narednim studijama potrebno je ispitati koncentracije stresnih
faktora u majki i potomaka (npr. dnevne oscilacije kortizola) kao i koncentracije spolnih
hormona u pojedinima fazama reproduktivnog ciklusa. Budu¢i da su HFD-CD potomci bili
naviknuti na vec¢i kalorijski priljev tijekom intrauterinog razdoblja i perioda laktacije, kasniji
prijelaz na standardnu laboratorijsku hranu predstavljao je toj skupini prehrambena
ograni¢enja Sto je predstavljalo svojevrstan stres za jedinku. To se podudara s prijasnjim
istrazivanjem Schaffer i sur. koji su otkrili da ograni¢enja hrane mogu rezultirati trajnim
promjenama hipotalamus-hipofiza-jajnik osi (HPA 0s) i imati negativan utjecaj na razvoj
jajnika kod ploda (116), a posebice znaéajni utjecaj ima ,.hormon stresa*“ — glukokortikoid
(117). Isto istrazivanje pokazalo je i da su zenski potomci, koji su bili pod utjecajem

ograni¢enja hrane tijekom ranog razvoja, imali znac¢ajno smanjenje fertilnosti.

Navedeni rezultati naglasavaju znacaj majcine prehrane u regulaciji spolnog ciklusa u
potomaka. Sukladno ranije navedenoj teoriji da spolni hormoni imaju vaznu ulogu u regulaciji
nakupljanja masnog tkiva, rezultati upuéuju na to da je prevladavaju¢i hormonalni okoli$
kljuan u regionalnoj rasprostranjenosti masnog tkiva u oba spola kao i patofizioloske

reakcije u organizmu po tipu razvoja metabolickog sindroma.

Utjecaj hrane bogate zasi¢enim masnim Kiselinama na tjelesnu masu i BMI majki i Zenskih

potomaka

Ovo istrazivanje je pokazalo statisti¢ki znacajnu razliku vrijednosti tjelesne mase jedino
izmedu CD-CD i CD-HFD skupine potomaka, dok su priblizno sli¢éne vrijednosti tjelesne
mase i BMI-a uocene u obje skupine majki i izmedu preostalih skupina potomaka. Hrana
bogata zasi¢enim masnim kiselinama (HFD) cesto se upotrebljava u istrazivanjima utjecaja
povecanog unosa hrane tijekom perinatalnog perioda. U ovom istrazivanju koriSten je
poseban nalin prehrane skupina hranom bogatom zasi¢enim mastima (dvaput dnevno
dostavljanje koli¢ine hrane koja zadovoljava dnevne potrebe jedinke u danom razdoblju
razvoja) da bi se sprijecila pretilost potaknuta prekomjernim unosom hrane te prikazala
izmjena u razini lipida koja bi iskljucivo ovisila o sastavu hrane (118). Time se Stakorima nije
ogranicio pristup hrani, samo se vrSila kontrola nad koli¢inom uzete hrane. KoriStena hrana
temeljila se na recepturi vodenoj svjetskim standardima i sukladno udjelima sastava u
dosadasnjim istrazivanjima. Naime, standardna laboratorijska hrana standardiziranog je

sastava dok je hrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama, koju je proizveo tehnolog u svrhu
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ovog istrazivanja, prilagodena tako da se od standardizirane hrane razlikuje isklju¢ivo u

udjelima masti i time definiranim udjelima ostalih prehrambenih sastavnica.

Zbog toga je pretpostavljeno da promjene u razini triglicedira i kolesterola u serumu
isklju¢ivo ovise o vrsti hrane. Danas je ve¢ op¢eprihvaceno da je tinjaju¢a kronicna sustavna
upala u odsustvu ikakve sustavne ili lokalne infekcije, nazvana jo§ i “sterilnom upalom”,
povezana s prehranom bogatom kalorijama i pove¢anim rizikom inzulinske rezistencije i
povezanih poremecaja (119). Brojna istrazivanja dokazala su poviSene koncentracije citokina
lu¢enih od masnoga tkiva Sto predlaze ideju da upala moze nastati od nakupine aktiviranih
makrofaga koji okruze povecane adipocite u pretilih pojedinaca (44), posebice u nakupinama
visceralnog masnog tkiva (120). Jasan pokazatelj navedenog su i primjeri u kojima postoje
limiti za koristenje indeksa tjelesne mase; Ruderman 1 sur. predstavili su koncept
»metaboli¢ki pretilih normalno teskih pojedinaca” (engl. metabolically obese, normal-weigh
subject — MONW) (121) koji imaju normalan BMI, no pate od metaboli¢kih komplikacija
koje se najéesce nalaze kod pretilih osoba. Nasuprot tome, skupina istrazivaca opisala je i tzv.
,metabolicki zdrave pretile pojedince” (engl. metabolically healthy obese — MHO) ¢&iji je
indeks tjelesne mase veéi od 30 kg/m? no kod kojih ne postoji razvijena inzulinska
rezistencija ili dislipidemija (122). Sukladno navedenom uoceno je da je klju¢ni ¢imbenik u
razvoju metabolickih komplikacija izmedu MONW 1 MHO pojedinaca postojanje viSka
visceralnog masnog tkiva — vec¢ina MONW pojedinaca s relativno niskim BMI-om ima
znacajno veéi udio visceralnog masnog tkiva dok mnogi MHO pojedinci s visokim BMI-om
imaju mnogo manje visceralnog masnog tkiva (121). U ovom istrazivanju BMI se medu
skupinama nije razlikovao $§to moze biti objasnjeno i ¢injenicom da je BMI izracunat na
temelju jednog mjerenja. Gledajuéi opcenito, BMI muskaraca, kao i Zena, raste tijekom
Zivota. Zbog toga je moguée da mjerenje i raCunanje U jednom navratu nije odgovarajuéi
pokazatelj za cjelozivotni BMI te bi mogao prikazati slabu procjenu za dugotrajne utjecaje
BMI-a na reproduktivnu fiziologiju. Nadalje, nepostojanje znacajne razlike izmedu BMI
medu skupinama, a postajanje znacajnih razlika u razinama lipida i adipokina, govori u prilog
mjerenju opsega struka kao znacajnijeg pretkazatelja metabolickih promjena u jedinki. Na
temelju saznanja iz ovog istrazivanja preporucljivo je da se u narednim studijama prednost da
izratunu WHR omjera. Navedeni zakljucci jasno upucuju na to da koriStenjem samo BMI-a
ne mozemo pouzdano odrediti koja osoba ima prevagu visceralnog masnog tkiva i opcenito

nakupljanja masti na neodgovaraju¢im mjestima u organizmu te da jednostavno mjerenje
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opsega struka i odredivanje razine cirkulirajuéih triglicerida moze biti korisno za odredivanje

skupine pretilih pacijenta sklonih kardiometabolickom riziku.

Utjecaj hrane bogate zasic¢enim masnim kiselinama na razinu cirkulirajucih lipida majki i

zenskih potomaka

U ovom istrazivanju pokazano je da hrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama poveéava
razinu triglicerida i kolesterola u HFD majki te u HFD-HFD i CD-HFD potomaka. Nadalje,
izmjene vrste prehrane rezultirale su promjenama spolnog ciklusa, nepravilnim izmjenama
faza ciklusa i produljenjem faze diestrusa. Navedeni rezultati predlazu da hrana bogata
mastima povecava razine majcinih triglicerida i kolesterola te da je ta dodatna energija
vjerojatno prenesena potomcima tijekom laktacije. Knopp i sur. otkrili su da je prva faza
metabolizma masnog tkiva okarakterizirana povecanjem unosa hrane, povecanjem razina
inzulina u plazmi i povec¢anjem jetrenog pretvaranja glukoze u masne kiseline (123). Franco i
sur. pokazali su da povecana koncentracija masti i proteina u majc¢inu mlijeku poti¢e rani
prekomjerni unos hrane u potomaka i da, osim skladiStenja energije u obliku masti, ti potomci
imaju i vece rezerve glikogena te hiperglikemiju koja bi mogla biti rezultat povecane
glukoneogeneze (124). Serumske koncentracije triglicerida bile su najve¢e u HFD-HFD
skupini, a najnize u CD-HFD skupini $to upucuje na to da su potomci programirani da budu
manje skloni skodljivom utjecaju masne hrane u odrasloj dobi zbog intrauterinog okruzenja
unosom hrane bogate mastima. Osim toga majka je tijekom laktacijskog perioda preko
mlijeka predala povecanu nutricijsku bilancu potomku koji poc¢inje skladistiti suvisak energije
u obliku masti i glikogena. Zbog opsirnijeg uvida u potencijalni razvoj hiperglikemije i
eventulane inzulinske rezistencije u majki i potomaka u sklopu ovog istrazivanja bilo je
preporucljivo provesti 1 odredivanje razine glukoze i inzulina u serumu S§takora, §to se zbog
tehnickih okolnosti nije moglo realizirati. Time bi se evidentirala postojanost metabolickog

sindroma jedinke.

Navedeni rezultati potvrduju rezultate prethodnih istrazivanja koji su prikazali povecane
razine cirkuliraju¢ih lipida u krvi posljedi¢no povecanom unosu zasi¢enih masnih kiselina
(92). Majke hranjene masnom hranom (HFD skupina) kao i obje skupine potomaka hranjenih
masnom hranom (CD-HFD i HFD-HFD) imali su zna¢ajno povisene vrijednosti serumskog
kolesterola usporeduju¢i s potomcima hranjenih zdravom hranom. Zanimljivo je da su

potomci HFD majki, koji su bili izlozeni HFD prehrani, imali manje razine kolesterola od
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potomaka CD majki hranjenih masnom hranom. Ti rezultati potvrduju hipotezu ,,Stedljivog
fenotipa“ koja pretpostavlja dugotrajnu fiziolosku adaptaciju fetusa kao odgovor na okolisne
promjene tijekom intrauterinog zivota, ukljuCuju¢i i metabolicke promjene majke kao
pripremu za njihov ocekivani okoli$ u odrasloj dobi (93). Oni koji su primili odgovaraju¢u
pripremu od majke bolje ¢e se prilagoditi hranidbenoj okolini u odrasloj dobi, neovisno o vrsti
prehrane koju uzima ($to se uo¢ava u CD-CD i/ili HFD-HFD skupinama). To je i nadalje
podrzano istrazivanjima koji su prikazali da populacija, koja nije bila izloZzena zapadnjackom
stilu prehrane tijekom proslosti, ima ve¢u mogucnost razvoja metabolickog sindroma (94). No
prethodno navedeno do danas se ve¢inom objasnjavalo genetski uvjetovanom sposobnoscu za
razvojem pretilosti i pridruzenih bolesti ili alternativno ubrzanim promjenama Zzivotnog stila,
no ne i genetskim programiranjem tijekom intrauterinog zivota (95). To posljednje
objasnjenje nekada se priklanja hipotezi ,,Stedljivog fenotipa™ da bi se istaknula razlika s
hipotezom ,,Stedljivog genotipa“ (96).

Povecane koncentracije medijatora upale mogu dosegnuti jetru portalnim krvotokom i utjecati
na lokalnu proizvodnju citokina §to mijenja jetreni lipidni metabolizam, uzrokuje nastanak
steatoze te povecano otpustanje triglicerida u krvotok (125). Postnatalna koncentracija leptina
ima vaznu ulogu u nastanku hipotalamickih veza i regulatornih sustava za unos hrane. Te su
koncentracije kod potomaka pretilih majki vise nego u kontrolnim skupinama i to dovodi do

postavljanja regulacijske to¢ke za unos hrane u hipotalamusu na visu razinu.

Utjecaj hrane bogate zasic¢enim masnim kiselinama na razinu cirkulirajucih adipokina majki i

zenskih potomaka

Rezultati rada prikazali su najnize koncentracije adiponektina u HFD skupini majki,
odnosno HFD-HFD skupini potomaka. Nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu CD-CD i
CD-HFD potomaka, no dobivena je statisticki znacajna razlika izmedu HFD-CD i navedenih
skupina potomaka. Naime, sniZene koncentracije adiponektina, odnosno poviSene
koncentracije IL-6 i TNF-a u HFD majki i HFD-HFD potomaka potvrduju teoriju tihe
atoregene upale u organizmu jedinke koja potice povecano lucenje proupalnih citokina, a
potiskuje stvaranje protuupalnog adiponektina. Zanimljiv je podatak o statisti¢ki znacajno
vecoj koncentraciji IL-6 1 TNF-a u HFD-CD skupini potomaka, 0dnosno o znac¢ajno manjoj
koncentraciji adiponektina u navedenoj skupini, za razliku od druge skupine potomaka u kojoj

je zapocet razliCit tip ishrane od maj¢ine (CD-HFD) $to bi se moglo objasniti epigenetskim
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mehanizmima prijenosa upalne reakcije i poticanja upalnog stanja s majke na potomke.
Proupalni citokini poviseni su u pretilih trudnica i smatra se da su oni potencijalni medijatori
metabolickog utiska. Fetalno izlaganje poviSenim razinama proupalnih citokina izravno utjece
na razvoj neurona za regulaciju energetskog unosa $to se moze potvrditi i ovim istrazivanjem.
Jo$ jedan uzrok razvoja i odrzavanja upalnog stadija organizma je hipoksija koja nastaje u
bijelom masnom tkivu zbog nastanka fibroze (126) te se time poti¢e lucenje proupalnih

citokina IL-6 i TNF-a, a smanjeno je luéenje adiponektina (127).

Ve¢ ranije navedene razliitosti u dobivenim rezultatima mjerenja adiponektina u pretilih
bolesnica s narusenom reproduktivom osi ne nude pouzdan odgovor na mehanizam djelovanja
adiponektina u navedenoj patofiziologiji zenskog spola. Moguce je da je potrebna bolja
metodoloska postavka istrazivanja i odredivanja koncentracije cirkuliraju¢eg adipokina,
odnosno specifi¢nija analiticka potvrda adiponektina. Genska ekspresija adiponektina ne
razlikuje se u pretilih ni u nepretilin skupina oboljelih zena od vodeteg endokrinog
reproduktivnog poremecéaja (PCOS), no izraZzene su obje vrste adiponektinog receptora i u
sbukutanom i visceralnom masnom tkivu, za razliku od leptina Cija je ekspresija mnogo
izrazenija u subkutanom masnom tkivu (80). Osim toga, adiponektinski receptori u znatnoj su
mjeri regulirani spolnim hormonima, $to upucuje i na vaznu poveznicu izmedu spolnih
hormona i funkcioniranja masnog tkiva (79). Zbog navedenog blagotvornog ucinka
adiponektina na Zenski spolni sustav, on bi bio idealno sredstvo u lijecenju brojnih upalnih
stanja organizma te naruSenog reproduktivnog statusa jedinke. Na Zzalost, uporaba
adiponektina i njegovih receptora kao mete u lije¢enju dosta je komplicirana zbog postojanja
razli¢itih izoformi samog adiponektina te mnogobrojnih receptora S raznovrsnim
pretpostavkama za adiponektinske izoforme kao i za brojne specifi¢ne utjecaje na razlicite

organe.

Sire implikacije istrazivanja endokrinog utjecaja masnog tkiva na reproduktivni ciklus

Rezultati ovog istrazivanja prikazani na skupinama potomaka u skladu su s ranije
opisanom hipotezom Stedljivog fenotipa koja je tijekom proslosti i otezanim pristupom hrani
predstavljala mehanizam za prezivljavanje. Budu¢i da je danas pristup hrani, posebice
zapadnjackoj hrani bogatoj zasi¢enim mastima, ve¢inom lako dostupan, one jedinke koje

posjeduju ,,$tedljivi gen“ koji bi im neko¢ olakSao prezivljavanje sada predstavlja nedostatak.
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Masno tkivo treba promatrati kao aktivan endokrini organ. Na temelju navedenoga,
prikazuju¢i kompleksnost proinflamatornog signaliziranja adipokina u ovom radu i
dosadasnjim istrazivanjma, vrlo je vjerojatno da kombinacija viSe stimulansa, u odnosu na
pojedinacni adipokin, utjeCe na povecano upalno stanje organizma. Time se predisponira
razvoj poremecaja metabolizma i reprodukcije. Ovo istrazivanje na animalnom modelu potice
svjesnost 0 endokrinoj aktivnosti masnog tkiva, te njegovu utjecaju na reprodukciju. Zakljucci
se mogu djelomi¢no translatirati na Covjeka, jer nazalost ovakav model istrazivanja nije u
potpunosti moguce primjeniti na humanom modelu. Primjerice, uoceno je da kod Zenskoga
spola sindrom policisti¢nih jajnika i posljedi¢ni hiperandrogenizam vode k abdominalnoj
pretilosti i hiperinzulinemiji (128). Nasuprot tome, danasnji podatci predlazu da gubitak na
tjelesnoj masi €ini jeftin i siguran nacin da se poboljSa metaboli¢ki 1 reproduktivni profil u
pretilih zena s poremecajima reprodukcije (npr. PCOS). Brojna su istrazivanja pokazala da
ve¢ pri smanjenju 5 do 10% tjelesne mase moze biti dovoljno da se potakne endokrina
funkcija, ovulacija te najvjerojatnije i moguénost zatrudnjivanja takvih zena. Navedeno je
najvjerojatnije povezano s ¢injenicom da 5 do 10% smanjenja tjelesne mase ¢ini 30% gubitka
na visceralnom masnom tkivu (129), a time i Smanjenje lu¢enja proupalnih citokina te njihova
nepovoljnog metabolickog utjecaja na cijeli organizam. Pocetno djelovanje koje se moze
primijeniti je da, uz ve¢ poznato izraCunavanje indeksa tjelesne mase, rutinski postane i
racunanje opsega struka te odredivanje razine cirkuliraju¢ih triglicerida. Potrebno je povecati
svijest o utjecaju pretilosti diljem svijeta, razumjeti Cimbenike koji vode ka kroni¢nim
bolestima pretilih pacijenata te poticati individualne programe za smanjenje visceralnog

masnog tkiva.

Unato¢ tome, potrebna su daljnja istrazivanja da bi se potvrdili patofizioloski procesi
kojima metabolizam masnoga tkiva moze utjecati na spolne funkcije, a time i buduc¢e mete za

lijecenje navedenih poremecaja.
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. ZAKLJUCAK

. znaCajno je manja uspjesnost skotnosti u majki hranjenih povecanim udjelom

zasi¢enih masnih kiselina, usporeduju¢i s kontrolnom skupinom

. majke hranjene hranom koje obiluju zasicenim masnim kiselinama imale su vise

tegoba u iznoSenju zdravih potomaka tijekom perinatalnog perioda

. reproduktivni ciklus pracen citoloskim analizom je uredan u svih potomaka majki
hranjenih standardnom laboratorijskom hranim, dok su svi potomci majki hranjenih
masnom hranom pokazali nepravilne izmjene faza reproduktivnog ciklusa i/ili

produljenu fazu diestrusa

. priblizno sli¢ne vrijednosti tjelesne mase i BMI-a uo¢ene u obje skupine majki i
izmedu preostalih skupina potomaka, dok je znacajna razlika vrijednosti tjelesne mase

uocena jedino izmedu CD-CD i CD-HFD skupine potomaka

. hrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama povecava razinu triglicerida i kolesterola u

HFD majki te u HFD-HFD i CD-HFD potomaka

. snizene koncentracije adiponektina, odnosno povisene koncentracije IL-6 i TNF-a u
HFD majki i HFD-HFD potomaka potvrduju teoriju tihe atoregene upale u organizmu
jedinke
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8. SAZETAK

Cilj: Dosadasnja su istrazivanja potvrdila da medugeneracijske promjene u nacinu ishrane
mogu znacajno utjecati na fiziologiju reprodukcije. Cilj ovog istrazivanja bio je istraziti
utjecaje majcine ishrane i ishrane potomaka na morfologiju vaginalnog brisa, sastava

cirkuliraju¢ih lipida te adipokina u majki i potomaka.

Materijali i metode: Deset Stakorica zenskog spola nasumi¢no je podijeljeno u dvije skupine
— prva je hranjena velikim udjelom zasi¢enih masnih kiselina (HFD), a druga standardnom
laboratorijskom hranom (CD). Nakon razdoblja skotnosti i laktacije njihovi su potomci dalje
podijeljeni u dvije podskupine hranjene s HFD ili CD hranom, ¢ime Se stvaraju Cetiri skupine
potomaka: a) CD-CD, b) CD-HFD, c) HFD-CD i d) HFD-HFD. Majkama u dobi od 37
tjedana te potomcima u dobi od 18 tjedana uzet je uzorak venske krvi, u¢injena je biokemijska
analiza triglicerida i kolesterola, adiponektina, IL-6 i TNF-a te je ucinjena i Citoloska obrada

vaginalnih brisova. Odredivana je i njihova tjelesna masa te izracunat indeks tjelesne mase.

Rezultati: U HFD-HFD skupini potomaka mjerene su najvise vrijednosti triglicerida, a u CD-
HFD skupini najnize vrijednosti kolesterola. Znac¢ajno vece koncentracije IL-6 i TNF-a, a
najnize vrijednosti adiponektina uocene su u HFD-HFD i HFD-CD potomaka. Razine
triglicerida i kolesterola takoder su se znacajno razlikovale unutar skupina (P=0.001, odnosno
P=0.002). Analiza vaginalnih citoloskih brisova pokazala je nepravilnu izmjenu etapa ciklusa

ili produljenu diestrus etapu kod potomaka masno hranjenih majki.

Zakljucak: Majcina prehrana zasi¢enim masnim kiselina znacajan je pretkazatelj povecanog
rizika za razvoj metabolickih promjena kod potomaka kao i promjena u reproduktivnom

ciklusu.

Kljuéne rijeci: adipokini, epigenetika, estrus, masna prehrana, potomstvo
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9. SUMMARY

EFFECTS OF BETWEEN GENERATIONS CHANGES IN NUTRITION TYPE ON
REPRODUCTIVE CYCLE IN FEMALE SPRAGUE DAWLEY RAT

Objective: Previous studies established that between generations changes in feeding protocol
can have significant impact on reproductive physiology. The aim of the study was to
determinate effects of mothers™ nutrition and nutrition of the offspring on the characteristics

of vaginal smear and serum lipid and adipokine content.

Methods: Ten female rats were randomly divided in two groups, first group fed with food
containing high content of saturated fatty acids (HFD) and the second with standard
laboratory chow (CD). After coupling and lactation period their offspring were further
randomly divided into two subgroups fed HFD or CD forming four study groups: a) CD-CD,
b) CD-HFD, c) HFD-CD and d) HFD-HFD. The dams and offspring at the age of 37 and 18
weeks, respectively, were subjected to biochemical analysis of the blood triglyceride,
cholesterol, adiponectin, IL-6 and TNF-a levels, as well as cytological analysis of the vaginal

smears. Additionally body weight was recorded and BMI calculated.

Results: HFD-HFD group presented with highest levels of triglycerides and the CD-HFD
with the highest levels of cholesterol. Significantly higher concentrations of 1L-6 and TNF-a
were observed in HFD-HFD and HFD-CD groups, as well as low adiponectin level. Therefore
triglyceride and cholesterol levels were significantly different among the groups (P=0.001 and
P=0.002, respectively). Vaginal cytological smears analysis showed features of irregular

phase interchanges or extended estrous phase in offspring of high fat fed dams.

Conclusion: Maternal HFD consumption predisposes offspring to increased risk of

developing metabolic abnormalities and estrous disorders.

Key words: Adipokines, Epigenetics, Estrous, High Fat Diet, Offspring
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