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SAZETAK
UTJECAJ SPOLA I RAZINE ENERGIJE U HRANI NA LIPOGENEZU
TIJEKOM KRONICNOG METABOLICKOG SINDROMA KOD STAKORA

Cilj istrazivanja bio je utvrditi promjene u metabolizmu masnih kiselina, oksidacijskom
stresu 1 kroni¢noj upali tijekom dugotrajnog metabolickog sindroma izazvanog saharozom te
ispitati utjecaj spola i prehrane smanjene energetske vrijednosti s povecanim udjelom vlakana
na razvoj metaboliCkih poremecaja.

Istrazivanje je provedeno na 120 Wistar Han Stakora, muzjaka i1 Zenki, rasporedenih u
cetiri hranidbene skupine. Dvije skupine primale su 30 % saharoze u vodi za pice, dok su dvije
skupine hranjene prehranom smanjene energetske vrijednosti s povecanim udjelom vlakana.
Zivotinje su Zrtvovane nakon 1, 12 i 24 mjeseca tretmana. Analizirani su pokazatelji
metabolizma glukoze, masnokiselinski sastav jetre, koncentracija malondialdehida te ekspresija
gena ukljucenih u desaturaciju masnih kiselina, antioksidacijsku obranu i upalni odgovor.

Dugotrajan unos saharoze doveo je do postupnog razvoja metabolickih poremecaja,
izrazenijih u kasnijim fazama istrazivanja. U skupinama izloZenima saharozi zabiljeZeni su
poremecaji metabolizma glukoze 1 inzulinske osjetljivosti te promjene jetrenog
masnokiselinskog sastava. Povecao se udio jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina, osobito
palmitoleinske i oleinske kiseline, uz vremenski ovisne promjene ekspresije Scd!. Istodobno je
u veceg dijela n-3 1 n-6 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina zabiljeZeno smanjenje, uz
promjene ekspresije Fadsl 1 Fads2. Skupine izloZene saharozi imale su i1 viSe vrijednosti
malondialdehida te izraZeniji upalni 1 profibroti¢ni odgovor.

Prehrana smanjene energetske vrijednosti s pove¢anim udjelom vlakana ublazila je dio
metabolic¢kih promjena i bila povezana s povoljnijim pokazateljima tjelesne mase, metabolizma
glukoze, inzulinske osjetljivosti i masnokiselinskog profila. Zenski spol takoder je bio povezan
sa sporijim razvojem pojedinih metaboli¢kih promjena i povoljnijim obrascem masnih kiselina.
Rezultati pokazuju da prehrambeni sastav, trajanje izloZenosti i spol imaju vaznu ulogu u
oblikovanju metabolickog, oksidacijskog i upalnog odgovora tijekom kroni¢nog metabolickog
sindroma.

Kljuéne rijeci: metabolicki sindrom, saharoza, razina energije u hrani, spol, masne kiseline,

inzulinska rezistencija, desaturaze, oksidacijski stres, upala



EXTENDED ABSTRACT

INFLUENCE OF SEX AND DIETARY ENERGY LEVEL ON LIPOGENESIS
DURING CHRONIC METABOLIC SYNDROME IN RATS

Introduction: Metabolic syndrome is a complex disorder that includes impaired
glucose homeostasis, insulin resistance, dyslipidaemia, increased adiposity, oxidative stress and
chronic low-grade inflammation. These changes do not develop independently but are closely
interconnected and tend to become more pronounced during prolonged exposure to an
unfavourable nutritional environment. Both dietary composition and energy intake can
therefore influence the onset and progression of metabolic syndrome, while biological sex may
modify the intensity and temporal pattern of the metabolic response.

A high intake of simple carbohydrates is an important nutritional factor in the
development of metabolic disturbances. Prolonged sucrose intake can impair glucose
metabolism, promote insulin resistance and alter lipid metabolism. The liver has a central role
in these processes because it regulates fatty acid synthesis, desaturation, elongation and
oxidation. Long-term carbohydrate excess may therefore substantially modify hepatic fatty acid
composition and the regulation of genes involved in lipid metabolism.

Lipogenesis is one of the major metabolic pathways affected by excessive carbohydrate
intake. Stearoyl-CoA desaturase 1, encoded by the Scdl gene, catalyses the formation of
monounsaturated fatty acids from saturated fatty acids. Palmitic acid (C16:0) can be desaturated
to palmitoleic acid (C16:1n-7), while stearic acid (C18:0) can be converted to oleic acid
(C18:1n-9). An increase in the proportions of these monounsaturated fatty acids together with
increased Scdl expression may therefore reflect enhanced lipogenesis and increased
desaturation of newly synthesised saturated fatty acids.

The metabolism of polyunsaturated fatty acids is regulated through a series of
desaturation and elongation reactions. Fadsl and Fads2 encode A5- and A6-desaturases,
respectively, and participate in the metabolism of n-3 and n-6 fatty acids. Changes in the
expression of these genes, together with changes in the proportions of individual n-3 and n-6
PUFA, can provide additional insight into the metabolic adaptations that develop during chronic
dietary challenge.

Disturbances in lipid metabolism are also closely related to oxidative stress. Increased
formation of reactive oxygen species can promote lipid peroxidation, leading to the formation

of secondary products such as malondialdehyde (MDA). The cellular antioxidant response is



regulated in part by the transcription factor NRF2, encoded by Nfe2/2. Oxidative stress is also
closely linked to chronic inflammation. Tumour necrosis factor alpha (TNF-a) is involved in
inflammatory signalling and metabolic dysfunction, whereas transforming growth factor beta
(TGF-P) participates in inflammatory and profibrotic pathways.

The metabolic response to the same dietary challenge may differ between males and
females. Sex-related differences in hormonal regulation, body composition, insulin sensitivity
and hepatic fatty acid metabolism may influence both the development of metabolic syndrome
and the regulation of desaturase pathways. Female animals have also been reported to differ in
their capacity for long-chain PUFA metabolism, which may contribute to a different response
to prolonged nutritional stress.

Modification of dietary energy content may partly counteract the metabolic
consequences of excessive carbohydrate intake. A lower-energy diet with an increased fibre
content may influence body weight, glucose homeostasis, fatty acid metabolism, oxidative
stress and inflammatory responses. Long-term experimental models are particularly useful in
this context because they allow early metabolic adaptation to be distinguished from changes
that develop during chronic metabolic dysfunction.

Objectives: The objectives of this doctoral research were to determine which changes
in lipogenesis and chronic inflammation are induced by sucrose-induced metabolic syndrome
and how these changes develop over time; to investigate whether female sex has a protective
role in the development and progression of metabolic syndrome; and to investigate whether the
intake of a lower-energy diet has a beneficial effect on the development and progression of
metabolic syndrome. The working hypothesis was that a lower-energy diet and sex exert
protective effects on pathological molecular mechanisms involved in metabolic syndrome, with
important implications for the prevention and treatment of chronic metabolic syndrome.

Material and methods: The study was conducted using 120 Wistar Han rats,
comprising 60 males and 60 females, at the Laboratory Animal Unit of the Institute for Medical
Research and Occupational Health in Zagreb. The experimental protocols were approved by
the Veterinary Directorate of the Ministry of Agriculture of the Republic of Croatia
(authorisation EP 410/2023). The animals were housed in polycarbonate cages under a 12 h
light/12 h dark cycle at a temperature of 20 °C. Food and water were available ad libitum
throughout the experimental period. Body weight was recorded once weekly using an electronic
scale PLS 1200-3A (Kern & Sohn, Balingen, Germany), while fasting blood glucose

concentration was determined after a 12 h fast in blood obtained from the tail vein.



After a two-week acclimatisation period, during which all animals received the control
diet, the rats were randomly allocated to four dietary groups according to treatment and sex.
The control group (CON) received a standard diet and plain drinking water. The LC group
received a lower-energy diet with an increased fibre content and plain drinking water. The LC-
HS group received the lower-energy, high-fibre diet together with 30% sucrose in drinking
water, whereas the HS group received the standard diet together with 30% sucrose in drinking
water. Each dietary group included males and females. Five animals were included in each
combination of dietary treatment, sex and time point (n = 5). Animals were euthanised after 1,
12 and 24 months of dietary treatment.

Sampling: Following euthanasia, liver tissue samples were collected, weighed and
stored at —80 °C until further analysis. Blood samples were collected for serum preparation and
biochemical analyses.

Insulin concentration and indices of insulin resistance and sensitivity: Serum insulin
concentration was determined by enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) using a
commercially available Rat Insulin ELISA kit (Mercodia, Uppsala, Sweden). Ten microlitres
of standard or serum sample were added to wells coated with insulin-specific monoclonal
antibodies. Following addition of horseradish peroxidase-conjugated monoclonal antibody, the
plate was incubated for 120 min at room temperature. Absorbance was measured at 450 nm
using a Bio-Tek uQuant Universal Microplate Spectrophotometer (USA), and insulin
concentrations were calculated from the standard calibration curve.

Insulin resistance was assessed using the Homeostatic Model Assessment of Insulin
Resistance (HOMA-IR):

HOMA-IR = fasting insulin (uU/mL) x fasting glucose (mmol/L) / 22.5

Insulin sensitivity was additionally evaluated using the Quantitative Insulin Sensitivity
Check Index (QUICKI):

QUICKI =1/ [log(fasting insulin (uU/mL)) + log(fasting glucose (mg/dL))]

Fatty acid composition of liver tissue: Lipids were extracted from liver tissue using a
chloroform:methanol mixture (2:1, v/v). Fatty acid methyl esters were prepared using KOH in
methanol and analysed by gas chromatography coupled with mass spectrometry (GC-MS;
QP2010 Ultra, Shimadzu, Kyoto, Japan) using a BPX70 capillary column (30 m % 0.25 mm,
film thickness 0.25 um; SGE, Austin, TX, USA). Helium was used as the carrier gas. The
injection volume was 1 pL, the split ratio was 1:80, the injector temperature was 250 °C and

the linear velocity was 35 cm/s. The initial oven temperature was 150 °C and was maintained



for 1 min, then increased at 1 °C/min to 180 °C and held for 2 min, followed by an increase at
5 °C/min to 220 °C. Mass spectral analysis was performed in scan mode.

Fatty acids were expressed as proportions of total identified fatty acids. The analysis
included saturated fatty acids (SFA), monounsaturated fatty acids (MUFA), n-3 PUFA and n-6
PUFA. Particular attention was given to palmitic acid (C16:0), stearic acid (C18:0), palmitoleic
acid (C16:1n-7), oleic acid (C18:1n-9), linoleic acid (C18:2n-6), dihomo-y-linolenic acid
(C20:3n-6), arachidonic acid (C20:4n-6), docosatetraenoic acid (C22:4n-6), docosapentaenoic
n-3 acid (C22:5n-3) and docosahexaenoic acid (C22:6n-3).

Malondialdehyde determination: MDA concentration in serum and liver tissue was
determined by high-performance liquid chromatography (HPLC) using a Shimadzu
LC2010CHT system (Shimadzu, Japan), equipped with a UV-Vis detector set at 532 nm and
an InertSustain C18 column (4.6 x 150 mm, 5 pm; GL Sciences Inc., Japan). The method was
based on the reaction of MDA with thiobarbituric acid (TBA), resulting in the formation of a
coloured TBA-MDA adduct. Tetraethoxypropane was used for preparation of the calibration
curve. Liver tissue was homogenised and subjected to alkaline hydrolysis followed by
derivatisation with 0.8% TBA. Samples were incubated for 45 min at 90 °C, cooled, mixed with
methanol and sodium dodecyl sulphate, centrifuged and the resulting supernatant was analysed
chromatographically. The mobile phase consisted of 50 mM KH>PO. and methanol (50:50,
v/v), the flow rate was 1 mL/min, the injection volume was 20 uL and the column temperature
was 37 °C.

Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR): Total RNA
was isolated from 30 mg of liver tissue using the SV Total RNA Isolation System (Promega
GmbH, Mannheim, Germany), according to the manufacturer's instructions. RNA
concentration and purity were determined using a BioDrop ULITE spectrophotometer
(Cambridge, United Kingdom). Reverse transcription and quantitative PCR were performed in
a one-step reaction using the One Step TB Green PrimeScript RT-PCR Kit II (TaKaRa Bio Inc.,
Shiga, Japan) on a Stratagene MxPro3005 system (Agilent Technologies, USA).

The analysed genes were Scdl, Fadsl, Fads2, Nfe2l2, Tnf-a and Tgf-f. Relative gene
expression was calculated using the 2"—AACt method, with f-actin and cyclophilin used as
reference genes.

Statistical analyses: Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8. Data
are presented as mean * standard deviation (SD) (n = 5 per group). Measurements were
performed in triplicate. Statistical analyses were conducted separately for males and females.

Differences between dietary groups were analysed using analysis of variance (ANOVA)



followed by Tukey’s post hoc test. The effects of dietary treatment, sex and time and their
interactions were additionally assessed using factorial analysis of variance. Statistical
significance was set at P < 0.05. Sparse partial least squares discriminant analysis (SPLS-DA)
was additionally used to evaluate the overall pattern of hepatic fatty acid profiles. The model
included both aggregate and individual fatty-acid variables. The variable “n6” represents the
total sum of analysed n-6 fatty acids, including linoleic acid (C18:2n-6), whereas “n6 PUFA”
represents the total group of analysed n-6 polyunsaturated fatty acids.

Results: During the first month of treatment, body weight and glucose concentration
did not differ significantly among groups in either sex. With increasing duration of the
experiment, the differences became more evident. In males, body weight was higher in the HS
group after 12 months and remained higher after 24 months, whereas LC males had a lower
body weight than controls after 24 months. In females, the increase developed later: HS females
had a higher body weight only after 24 months, while LC females had a lower body weight than
controls at the same time point.

Glucose concentration increased in HS males after 12 months and was higher in both
HS and LC-HS males after 24 months. In females, higher glucose concentrations were already
present in HS and LC-HS groups after 12 months and remained elevated after 24 months. No
significant differences from controls were found in LC animals. At the final time point, HOMA-
IR was increased in HS and LC-HS groups in both sexes, whereas QUICKI was reduced in the
same groups. LC animals maintained values comparable to their respective controls.

Hepatic SFA showed a heterogeneous response. Total SFA increased in LC males at
later time points, while lower values were observed in several sucrose-treated groups. Palmitic
acid (C16:0) varied according to sex, dietary treatment and duration, whereas stearic acid
(C18:0) was generally reduced in sucrose-treated animals.

Changes in MUFA were considerably more consistent. Total MUFA, palmitoleic acid
(C16:1n-7) and oleic acid (C18:1n-9) increased markedly in HS and LC-HS groups after
prolonged treatment. This response was present in both sexes and was especially pronounced
at the later stages of the experiment. LC animals generally maintained lower MUFA values.

The increase in MUFA was accompanied by changes in Scdl expression. After 12
months, increased Scdl expression was observed in HS and LC-HS females, whereas no
comparable increase was found in males. After 24 months, Scdl expression was increased in
sucrose-treated animals of both sexes. The parallel increase in Scdl expression and in the
proportions of palmitoleic and oleic acids supports an increase in lipogenesis and enhanced

desaturation of saturated fatty acids during chronic sucrose exposure.



The n-6 PUFA profile also changed progressively. Total n-6 PUFA, linoleic acid
(C18:2n-6) and arachidonic acid (C20:4n-6) were generally reduced in sucrose-treated groups
after prolonged exposure. Docosatetraenoic acid (C22:4n-6) showed a similar tendency, while
dihomo-y-linolenic acid (C20:3n-6) followed a more variable pattern.

A similar time-dependent decline was observed for n-3 PUFA. Total n-3 PUFA
decreased in several experimental groups after 12 and 24 months. Docosapentaenoic n-3 acid
(C22:5n-3) was reduced in most experimental groups after 12 months. After prolonged
treatment, it remained reduced in sucrose-treated males, whereas LC males had values close to
control and LC females showed a higher C22:5n-3 proportion than controls. DHA (C22:6n-3)
was lower in several groups after 12 and 24 months.

The expression of Fadsl and Fads2 changed over time and did not follow a single
sustained direction. Fadsl was reduced in LC and LC-HS females during the early phase,
increased in selected groups after 12 months and decreased in several groups after prolonged
treatment. Fads2 showed a comparable time-dependent response, with early reduction in LC-
HS females, increased expression in LC-HS animals after 12 months and lower expression in
several groups after 24 months.

MDA concentrations did not differ among groups after the first month. After 12 months,
MDA was increased in HS males and females, and after 24 months it was increased in both HS
and LC-HS groups in both sexes. Nfe2l2 expression was unchanged during the early phase,
increased in several sucrose-treated groups after 12 months and was lower than control values
in several groups after prolonged exposure.

Changes in oxidative stress were accompanied by altered expression of inflammatory
genes. Tgf-f expression increased after 12 months in HS males and in HS and LC-HS females.
After 24 months, the increase remained most evident in HS animals. 7Tnf-o expression increased
in HS males and females after 12 months and in both sucrose-treated groups in both sexes after
prolonged treatment.

The lower-energy diet with an increased fibre content modified several of these
responses. LC animals had lower body weight and maintained glucose, HOMA-IR and QUICKI
values close to control levels. MDA concentrations were also lower, while selected fatty acids
showed a more favourable pattern. The most evident change was observed for C22:5n-3, which
remained close to control values in LC males and increased above control values in LC females.
However, the LC-HS groups still developed higher glucose and HOMA-IR and lower QUICKI
after prolonged sucrose exposure, showing that the dietary intervention did not completely

prevent the metabolic effects of sucrose.



The response also differed according to sex. The increase in body weight developed
earlier in HS males than in HS females. Differences were also present in the temporal regulation
of Scdl, Fadsl and Fads2, as well as in the proportions of selected long-chain PUFA. Female
animals showed a more favourable C22:5n-3 response under the LC treatment. However,
prolonged sucrose exposure eventually affected glucose metabolism, oxidative stress and
inflammatory pathways in both sexes.

The sPLS-DA analysis performed after 24 months showed a clear separation of CON
and LC groups from HS and LC-HS groups along the first component. Partial separation
according to sex was also visible along the second component. The n6 variable, total PUFA and
MUFA contributed most strongly to the separation of groups, followed by oleic and palmitoleic
acids. The heat map showed relatively higher MUFA, C18:1n-9 and C16:1n-7 in HS and LC-
HS groups and relatively higher PUFA, n-6 PUFA and n6 in CON and LC groups. In this
analysis, n6 and n-6 PUFA were treated as distinct variables: n6 denotes the total sum of
analysed n-6 fatty acids, including linoleic acid, whereas n-6 PUFA denotes the summed
analysed n-6 polyunsaturated fatty acids.

Discussion: The long duration of this experiment was important for understanding the
progression of the metabolic response. Most analysed parameters were still relatively
unchanged after one month, while a broader pattern of metabolic disturbances became evident
after 12 months and was most pronounced after 24 months. This suggests that the sucrose model
used in the present study is particularly suitable for examining chronic metabolic syndrome
rather than only its early development.

The changes in glucose, HOMA-IR and QUICKI show that chronic sucrose exposure
progressively impaired insulin sensitivity. The fact that LC-HS animals developed insulin
resistance despite a less pronounced effect on body weight indicates that metabolic dysfunction
was not simply a consequence of increased body mass. The dietary carbohydrate load itself
appears to have played an important role in the deterioration of glucose homeostasis.

The most consistent lipid-related finding was the increase in MUFA together with
increased Scdl expression. The simultaneous increase in palmitoleic and oleic acids suggests
that chronic sucrose intake shifted hepatic fatty acid metabolism towards increased formation
of monounsaturated fatty acids. Because Scd!/ is directly involved in the desaturation of
saturated fatty acids, its increased expression provides molecular support for the observed fatty
acid pattern and for enhanced lipogenesis during chronic metabolic syndrome.

The behaviour of palmitic acid was less uniform, which is not unexpected. Palmitic acid

is not only a product of lipogenesis but also a substrate for elongation, desaturation and



oxidation. Therefore, increased lipogenesis does not necessarily lead to its accumulation in liver
tissue. In this study, the combined increase in Scdl, C16:1n-7 and C18:1n-9 provides a clearer
indication of the direction of lipid metabolism than changes in C16:0 alone.

The PUFA response was more complex. Several n-6 and n-3 fatty acids decreased
during prolonged sucrose exposure, but the pattern was not identical for all individual fatty
acids or all experimental groups. The variable response of DGLA is a good example of this
complexity. The findings are therefore better described as remodelling of PUFA metabolism
rather than a uniform reduction of all n-3 and n-6 fatty acids.

The time-dependent regulation of Fads! and Fads2 supports this interpretation. Their
expression changed differently during the early, intermediate and late stages of the experiment.
This suggests that A5- and A6-desaturation pathways adapt dynamically during prolonged
metabolic stress and that their regulation cannot be adequately assessed at a single time point.

The increase in MDA after prolonged sucrose intake indicates progressive lipid
peroxidation. The pattern of Nfe2l2 expression is also consistent with a changing antioxidant
response over time. The increase observed at intermediate stages may represent an adaptive
response to oxidative challenge, whereas lower expression after prolonged treatment in several
groups may reflect reduced ability to maintain this response under chronic metabolic stress.

Increased expression of Tnf-a and Tgf-f accompanied these oxidative changes. The
increase in Tnf-o 1s consistent with the development of chronic inflammatory signalling, while
the increase in 7gf-f supports activation of profibrotic pathways. Taken together, the results
show that chronic metabolic syndrome involved not only impaired glucose and lipid
metabolism but also progressive oxidative and inflammatory changes.

The lower-energy diet with an increased fibre content had a clear preventive effect in
animals that were not exposed to sucrose. These animals maintained more favourable body
weight, glucose regulation and insulin sensitivity, while lipid peroxidation remained lower. The
response of hepatic fatty acids was less uniform, but C22:5n-3 showed a particularly favourable
pattern.

In the presence of sucrose, however, this dietary intervention provided only partial
protection. LC-HS animals still developed impaired glucose regulation and insulin sensitivity
after prolonged exposure. The lower-energy, high-fibre diet therefore had a favourable
metabolic effect, but it was not sufficient to fully counteract the consequences of chronic intake
0f'30% sucrose. Because lower energy content and increased fibre content were part of the same
intervention, their individual contributions cannot be separated in the present experimental

design.



Female sex also modified the course of the metabolic response. Some changes,
particularly the increase in body weight, appeared later in females than in males. Differences in
the timing of Scdl, Fadsl and Fads2 expression and in selected long-chain PUFA further
suggest sex-related regulation of hepatic fatty acid metabolism. However, prolonged sucrose
exposure eventually affected both sexes, indicating that the protective effect associated with
female sex was not complete and depended on the metabolic pathway and duration of exposure.

The multivariate analysis supported these observations. Dietary treatment was the main
factor separating the hepatic fatty acid profiles, whereas sex contributed to a secondary level of
separation. The strong contribution of n6, MUFA and total PUFA, together with the additional
contribution of n-6 PUFA, confirms that chronic sucrose intake produced a distinct shift in the
overall hepatic fatty acid pattern.

Overall, chronic sucrose exposure progressively altered glucose homeostasis,
lipogenesis, fatty acid desaturation, oxidative balance and inflammatory signalling. The lower-
energy, high-fibre diet attenuated several of these changes, particularly in the absence of
sucrose, while female sex was associated with a slower or more favourable response in selected
metabolic pathways.

Conclusion: Chronic intake of 30% sucrose induced metabolic syndrome, which was
reflected by increased glucose concentrations and HOMA-IR values together with decreased
QUICKI values.

Sucrose-induced metabolic syndrome was accompanied by enhanced lipogenesis and
altered hepatic fatty acid metabolism. This was reflected by increased Scd/ expression and
higher proportions of palmitoleic acid (C16:1n-7) and oleic acid (C18:1n-9), together with
changes in Fads] and Fads?2 expression and lower proportions of several n-6 PUFA, including
linoleic acid (C18:2n-6), arachidonic acid (C20:4n-6) and docosatetraenoic acid (C22:4n-6),
and n-3 PUFA, particularly docosapentaenoic n-3 acid (C22:5n-3) and docosahexaenoic acid
(C22:6n-3).

Chronic metabolic syndrome was also associated with increased lipid peroxidation,
altered Nfe2l2 expression and increased 7nf-o and Tgf-f expression, confirming the
development of oxidative and inflammatory responses and activation of profibrotic signalling.

The lower-energy diet with an increased fibre content attenuated the development of
chronic metabolic syndrome, as reflected by lower body weight, lower glucose and HOMA-IR
values, higher QUICKI values, reduced lipid peroxidation and a more favourable proportion of

docosapentaenoic n-3 acid (C22:5n-3).



Female sex had a protective role in the development of chronic metabolic syndrome,
reflected by the slower development of selected metabolic changes, a more favourable C22:5n-
3 profile and a different temporal pattern of Scdl, Fadsl and Fads2 expression.

The results support the working hypothesis that a lower-energy diet and female sex have
protective effects on selected metabolic and molecular mechanisms involved in the
development of chronic metabolic syndrome, although the magnitude of these effects depends

on the duration of exposure and the metabolic endpoint examined.

Keywords: metabolic syndrome, sucrose, dietary energy level, sex, fatty acids,

desaturases, insulin resistance, oxidative stress, inflammation
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POPIS KRATICA

ALA — o-linolenska kiselina (engl. alpha-linolenic acid)

ANOVA - analiza varijance (engl. analysis of variance)

ARA — arahidonska kiselina (engl. arachidonic acid)

ChREBP - protein koji veze element odgovora na ugljikohidrate (engl. carbohydrate-
responsive element-binding protein)

CoA — koenzim A

DGLA — dihomo-y-linolenska kiselina

DHA - dokozaheksaenska kiselina

DPA — dokozapentaenska kiselina

ELOVL - elongaza masnih kiselina vrlo dugog lanca (engl. elongation of very long-chain
fatty acids)

EPA — eikozapentaenska kiselina

FADS1 / Fads1 — desaturaza masnih kiselina 1; A5-desaturaza

FADS?2 / Fads2 — desaturaza masnih kiselina 2; A6-desaturaza

FAME — metilni esteri masnih kiselina (engl. fatty acid methyl esters)

FASN — sintaza masnih kiselina (engl. fatty acid synthase)

GC-MS - plinska kromatografija s masenom spektrometrijom

GLA — y-linolenska kiselina

GLP-1 — glukagonu sli¢an peptid 1 (engl. glucagon-like peptide-1)

HDL — lipoprotein visoke gustoce (engl. high-density lipoprotein)

HOMA-IR — indeks inzulinske rezistencije prema modelu homeostaze (engl. Homeostatic
Model Assessment of Insulin Resistance)

HPLC - teku¢inska kromatografija visoke ucinkovitosti (engl. high-performance liquid
chromatography)

IL-6 — interleukin 6

LA — linolna kiselina

LDL - lipoprotein niske gustoée (engl. low-density lipoprotein)

MDA — malondialdehid

MUFA - jednostruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. monounsaturated fatty acids)
NAD(P)H — reducirani nikotinamid-adenin-dinukleotid (fosfat)

NADPH - reducirani nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

NAFLD — nealkoholna masna bolest jetre (engl. non-alcoholic fatty liver disease)



NFE2L2 / Nfe2l2 — gen koji kodira transkripcijski ¢cimbenik NRF2

NRF2 — nuklearni faktor eritroidnog podrijetla 2, slican faktoru 2 (engl. nuclear factor
erythroid 2-related factor 2)

PCR - lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)

PUFA - viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids)

QUICKI — indeks inzulinske osjetljivosti (engl. Quantitative Insulin Sensitivity Check Index)
RNA - ribonukleinska kiselina

ROS — reaktivne kisikove vrste (engl. reactive oxygen species)

RT-qPCR - kvantitativna lan¢ana reakcija polimerazom nakon reverzne transkripcije (engl.
reverse transcription quantitative polymerase chain reaction)

SCD1 / Scdl — stearoil-CoA desaturaza 1; A9-desaturaza

SCFA — kratkolancane masne kiseline (engl. short-chain fatty acids)

SD — standardna devijacija

SFA — zasi¢ene masne kiseline (engl. saturated fatty acids)

sPLS-DA - rijetka parcijalna diskriminantna analiza najmanjih kvadrata (engl. sparse partial
least squares discriminant analysis)

SREBP-1c — protein 1c koji veZe regulatorni element sterola (engl. sterol regulatory element-
binding protein Ic)

TBA — tiobarbiturna kiselina

TBARS — tvari koje reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom (engl. thiobarbituric acid reactive
substances)

TEP — 1,1,3,3-tetraetoksipropan

TGF-B / Tgf-B — transformiraju¢i ¢cimbenik rasta beta (engl. transforming growth factor beta)
TNF-a / Tnf-a — ¢imbenik nekroze tumora alfa (engl. tumour necrosis factor alpha)

VLDL - lipoprotein vrlo niske gustoée (engl. very-low-density lipoprotein)

CON - kontrolna skupina, standardna hrana i voda

LC — skupina hranjena hranom smanjene energetske vrijednosti s pove¢anim udjelom vlakana
HS — skupina hranjena standardnom hranom uz 30 % saharoze u vodi za pice

LC-HS — skupina hranjena hranom smanjene energetske vrijednosti s povecanim udjelom

vlakana uz 30 % saharoze u vodi za pice
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1. UVOD

Prevalencija pretilosti posljednjih se desetlje¢a izrazito povecala te pretilost danas
predstavlja jedan od najvaznijih javnozdravstvenih izazova. Njezinu razvoju pridonose
dugotrajan prekomjeran unos energetski bogate hrane 1 napitaka s visokim udjelom
jednostavnih Secera, uz smanjenu tjelesnu aktivnost. Posljedice takvog nacina Zivota ne
ograni¢avaju se na povecanje tjelesne mase, nego ukljucuju inzulinsku rezistenciju, poremecaje
metabolizma lipida, metabolicku disfunkciju jetre 1 povecani kardiometabolicki rizik (SINGLA
1 sur., 2010; MASOOD i MOORTHY, 2023; AHMED i MOHAMMED, 2025; CHOI i sur.,
2025).

Starenje predstavlja dodatni fizioloski ¢imbenik koji moze mijenjati tijek metabolickih
poremecaja. Pra¢eno je promjenama tjelesnog sastava i hormonalnog statusa, smanjenjem
metaboli¢ke prilagodljivosti te kronicnom upalom niskog stupnja (FRANCESCHI i sur., 2018;
ZHANG 1 sur., 2023). Pretilost i starenje pritom dijele niz patofizioloskih obiljezja, medu
kojima su inzulinska rezistencija, mitohondrijska disfunkcija, oksidacijski stres i poremecaji
metabolizma lipida (BARZILAI i sur., 2012; LOPEZ-OTIN i sur., 2013). Zbog toga dugotrajni
pokusni modeli omogucuju pracenje metabolickih promjena koje se ne moraju jednako
oCitovati u ranim i kasnijim fazama izloZenosti prehrambenom opterecenju.

Jetra ima sredi$nju ulogu u odrzavanju lipidne homeostaze jer sudjeluje u unosu, sintezi,
desaturaciji, elongaciji 1 oksidaciji masnih kiselina (SANDERS i1 GRIFFIN, 2016). Promjene
njezina masnokiselinskog sastava odraZavaju istodobni utjecaj prehrane i endogenih
metaboli¢kih putova te su povezane s metabolickom disfunkcijom, oksidacijskim stresom 1
napredovanjem steatoti¢nih promjena jetre (PURI 1 sur., 2009; SOFTIC 1 sur., 2016; JUMP i
sur., 2018). Posebno su vazne promjene u zastupljenosti zasi¢enih (SFA), jednostruko
nezasi¢enih (MUFA) i viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA), kao 1 promjene unutar
n-3 1 n-6 linija PUFA. U eksperimentalnim modelima prehrambeno izazvanih metabolic¢kih
poremecaja takve se promjene mogu razlikovati ovisno o vrsti prehrambenog opterecenja
(MASEK i sur., 2020).

VaZznu ulogu u regulaciji masnokiselinskog sastava imaju desaturaze masnih kiselina.
Stearoil-CoA desaturaza-1 (SCD-1; A9-desaturaza) sudjeluje u pretvorbi zasi¢enih masnih
kiselina u MUFA, dok A5- 1 A6-desaturaze sudjeluju u biosintezi dugolan¢anih n-3 i n-6 PUFA
iz njihovih esencijalnih prekursora (NAKAMURA 1 NARA, 2004). Ekspresija 1 aktivnost tih
enzima mijenjaju se pod utjecajem prehrane, metaboli¢kog stanja i dobi (ULMANN i sur.,

1991; WANG i sur., 2006; JUMP, 2009). Stoga istodobno pra¢enje masnokiselinskog profila i
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ekspresije gena Scdl, Fadsl i Fads2 moze dati dodatni uvid u prilagodbu jetrenog metabolizma
masnih kiselina tijekom dugotrajnog metaboli¢kog optereéenja.

Sastav prehrane moze ublaziti ili pojacati navedene metabolicke promjene. Prehrana
smanjene energetske vrijednosti s povecanim udjelom vlakana moze utjecati na tjelesnu masu,
metabolizam glukoze 1 lipida te na upalni 1 oksidacijski odgovor. Prehrambena vlakna mogu
pridonijeti metabolickoj homeostazi i preko promjena sastava i aktivnosti crijevne mikrobiote
(SONNENBURG i BACKHED, 2016). U ovom istrazivanju u¢inak takve prehrane treba
promatrati kao uc¢inak cjelovite prehrambene intervencije jer su smanjena energetska vrijednost
1 povecani udio vlakana sastavni dijelovi istoga hranidbenog tretmana.

Na metabolizam masnih kiselina i odgovor na prehrambeno optereéenje utjece i spol.
Razlike izmedu muzjaka i Zenki povezane su s hormonskom regulacijom, raspodjelom i
oksidacijom masnih kiselina te metabolizmom dugolan¢anih PUFA (JENSEN, 1995; DECSI 1
KENNEDY, 2011; COSTA 1 sur., 2025). Razlike povezane sa spolom zabiljezene su i u
jetrenom masnokiselinskom sastavu, lipogenezi 1 B-oksidaciji u eksperimentalnih Zzivotinja
(STARCEVIC i sur., 2017). Medutim, velik broj istrazivanja proveden je samo na jednom spolu
ili tijekom kraceg razdoblja, pa joS nije dovoljno jasno u kojoj se mjeri dugotrajni metabolicki
odgovor na isti prehrambeni izazov razlikuje izmedu muZjaka i Zenki.

Polaze¢i od navedenoga, ovo je istrazivanje usmjereno na pracenje metabolickih 1
molekularnih promjena tijekom dugotrajnog metabolickog sindroma izazvanog saharozom u
muzjaka 1 Zenki Wistar Han Stakora. Posebna je pozornost posveéena masnokiselinskom
sastavu jetre 1 ekspresiji gena ukljucenih u desaturaciju masnih kiselina te njihovoj povezanosti
s inzulinskom osjetljivos¢u, lipidnom peroksidacijom i upalnim odgovorom. Istodobno je
ispitan ucinak prehrane smanjene energetske vrijednosti s povecanim udjelom vlakana na
razvoj 1 progresiju navedenih promjena. Pralenje Zivotinja nakon 1., 12. 1 24. mjeseca
hranidbenog tretmana omogucilo je procjenu vremenskog tijeka metabolickog odgovora i

usporedbu njegova razvoja izmedu muzjaka i zenki.



2. PREGLED DOSADASNJIH SPOZNAJA

2.1. Metaboli¢ki sindrom

Definicija metabolickog sindroma mijenjala se tijekom vremena, usporedno s razvojem
novih spoznaja o njegovim uzrocima i ¢imbenicima rizika. Razli¢ite strucne organizacije
predlagale su razli¢ite dijagnosticke kriterije, no svim je definicijama zajedni¢ko prepoznavanje
skupa medusobno povezanih metabolickih poremecaja koji povecavaju rizik za razvoj Secerne
bolesti tipa 2 i kardiovaskularnih bolesti. Danas se metabolicki sindrom najéesée opisuje kao
skup poremecaja koji uklju¢uju abdominalnu pretilost, poremeéenu regulaciju glukoze,
poviSeni krvni tlak i aterogenu dislipidemiju (ALBERTI i sur., 2009; KAUR, 2014;
ROCHLANI 1 sur., 2017). U njegovu razvoju vaznu ulogu imaju inzulinska rezistencija,
visceralna pretilost, poremecaji metabolizma lipida 1 kroni¢na upala niskog stupnja.

Jedan od kljucnih patofizioloskih poremecéaja u metaboli¢kom sindromu jest inzulinska
rezistencija, odnosno smanjena sposobnost perifernih tkiva da odgovore na djelovanje inzulina.
Posljedi¢no se smanjuju unos 1 iskoristavanje glukoze, dok u masnom tkivu slabi antilipoliti¢ki
uc¢inak inzulina, §to dovodi do pojacanog otpustanja slobodnih masnih kiselina u cirkulaciju 1
njihova povecanog dotoka u jetru. Istodobno, pojedini lipogeni ucinci inzulina u jetri mogu
ostati oCuvani, ¢ime se poticu sinteza lipida 1 nakupljanje triacilglicerola. Takvo istodobno
naruSavanje homeostaze glukoze i povecano lipidno optereenje jetre Cine vaznu sastavnicu
patofiziologije metabolickog sindroma (ROBERTS i sur., 2013).

Jetra pritom ima sredi$nju ulogu u odrZavanju homeostaze glukoze 1 lipida te u brojnim
procesima metabolizma masnih kiselina, ukljucuju¢i njihov unos iz cirkulacije, sintezu,
desaturaciju, elongaciju i oksidaciju. Masne kiseline u jetri dalje se ugraduju u triacilglicerole,
fosfolipide 1 estere kolesterola, a njihova sudbina ovisi o ravnotezi izmedu dostupnosti
supstrata, sinteze, oksidacije i izlu¢ivanja lipida. U uvjetima dugotrajnog energetskog viska ta
se ravnoteZza moze narusiti, §to pogoduje nakupljanju lipida 1 promjenama masnokiselinskog
sastava jetre (ALVES-BEZERRA 1 COHEN, 2018). Dodatni doprinos takvim promjenama daje
povecan priljev slobodnih masnih kiselina iz inzulinski rezistentnog masnog tkiva.

Dislipidemija je jedno od karakteristi¢nih obiljezja metabolickog sindroma, a najcesce
se ocituje poviSenim koncentracijama triacilglicerola i snizenim koncentracijama HDL-
kolesterola, uz promjene u sastavu i raspodjeli lipoproteinskih Cestica. Povecana dostupnost

slobodnih masnih kiselina u jetri, zajedno s pojatanom sintezom triacilglicerola, moZze povecati



stvaranje 1 izlu¢ivanje VLDL-a te dodatno poremetiti lipidnu homeostazu (ROCHLANI i sur.,
2017; ALVES-BEZERRA i COHEN, 2018).

Metabolicki sindrom usko je povezan i s kroni¢cnom upalom niskog stupnja, osobito u
uvjetima povecane koli¢ine visceralnog masnog tkiva. Hipertrofija adipocita i povecana
infiltracija imunoloskih stanica mijenjaju funkciju masnog tkiva i njegov sekretorni profil, pri
¢emu se povecava stvaranje proupalnih medijatora, medu kojima su TNF-a i IL-6, uz istodobno
smanjenje dostupnosti adiponektina. Takve promjene dodatno naruSavaju inzulinsku
signalizaciju 1 metabolizam lipida te pridonose odrzavanju inzulinske rezistencije i upalnog
odgovora. Masno tkivo stoga se ne smatra samo spremiStem energije, nego metabolicki
aktivnim tkivom koje ima vaznu ulogu u razvoju i progresiji metabolickog sindroma (KOPP i

sur., 2003).

2.2. Cimbenici i uzroci razvoja metabolickog sindroma

Razvoj metaboli¢kog sindroma posljedica je slozenog medudjelovanja genetskih,
okolisnih i zivotnih ¢imbenika. Medu najvaznijima su dugotrajan prekomjeran unos energije,
prehrana bogata jednostavnim Secerima i mastima, smanjena tjelesna aktivnost, povecanje
visceralnog masnog tkiva te promjene povezane sa starenjem. Na izrazenost metabolickog
odgovora dodatno utjecu spol i1 genetska podloga pojedinca, zbog Cega se isti okolisni i
prehrambeni ¢imbenici ne moraju jednako odraziti na sve jedinke (ROBERTS i sur., 2013;

ROCHLANTI i sur., 2017).

Prehrana ima osobito vaznu ulogu u nastanku i progresiji metabolickog sindroma.
Dugotrajan unos hrane visoke energetske vrijednosti, rafiniranih ugljikohidrata i napitaka
zasladenih Se¢erom pogoduje pozitivnoj energetskoj bilanci i razvoju metaboli¢kih poremecaja.
Napitci zasladeni Se¢erom omogucuju unos velikih koli¢ina lako dostupnih ugljikohidrata, a
njihov visok unos povezan je s povecanim rizikom od pretilosti, SeCerne bolesti tipa 2 i
kardiovaskularnih bolesti (MALIK 1 sur., 2010). Vazan je i1 sastav prehrambenih masti jer
pojedine zasi¢ene masne kiseline mogu nepovoljno utjecati na lipidnu homeostazu i upalne
procese, dok nezasiCene masne kiseline mogu imati druk¢ije metabolicke ucinke. U
uobicajenim prehrambenim obrascima ugljikohidrati i masti djeluju istodobno, pa njihov
pojedinacni doprinos razvoju metaboliCkih poremecaja nije uvijek mogucée jasno razdvojiti

(ROBERTS i sur., 2013; ROCHLANTI 1 sur., 2017).



Dugotrajan energetski visak postupno povecava masne zalihe organizma. Kada
kapacitet potkoznog masnog tkiva za skladiStenje lipida postane nedostatan, dolazi do njihova
veéeg nakupljanja u visceralnom masnom tkivu i ektopi¢nim spremistima, osobito u jetri i
skeletnim misi¢ima. Visceralno masno tkivo pritom ima vaznu metaboli¢ku i endokrinu ulogu
jer otpusta slobodne masne kiseline, adipokine i citokine. Pove¢an dotok slobodnih masnih
kiselina portalnom cirkulacijom dodatno opterecuje jetru, pogoduje sintezi triacilglicerola i
pridonosi razvoju inzulinske rezistencije (KOPP i sur., 2003; BERGMAN 1 sur., 2006;
TCHERNOF i DESPRES, 2013; ROBERTS i sur., 2013).

Vazan ¢imbenik u sastavu prehrane jest i unos vlakana. Prehrambena vlakna smanjuju
energetsku gustocu obroka, mogu usporiti apsorpciju pojedinih hranjivih tvari te djeluju kao
supstrat crijevnoj mikrobioti. Njihovom fermentacijom nastaju kratkolancane masne kiseline,
ponajprije acetat, propionat i butirat, koje sudjeluju u brojnim metabolickim 1 signalnim
procesima (DEN BESTEN i sur., 2013; KOH 1 sur., 2016). Ve¢i unos prehrambenih vlakana
povezan je s povoljnijom regulacijom glukoze i lipida te manjim dugoro¢nim povecanjem

tjelesne mase (ANDERSON i sur., 2009; MENNI i sur., 2017).

Uz prehranu, vazan ¢imbenik predstavlja i tjelesna aktivnost. Smanjena potroSnja
energije pogoduje odrzavanju pozitivne energetske bilance, ali istodobno smanjuje
iskoriStavanje glukoze 1 masnih kiselina u skeletnim miSi¢ima te pridonosi razvoju inzulinske
rezistencije. UCinak prehrane i tjelesne aktivnosti stoga je medusobno povezan i zajedno

odreduje ukupno energetsko i metabolicko opterecenje organizma (ROBERTS i sur., 2013).

Dob dodatno utjeCe na osjetljivost organizma prema metabolickim poremecajima.
Tijekom starenja dolazi do promjena tjelesnog sastava, hormonalnog statusa, osjetljivosti na
inzulin 1 energetskog metabolizma, zbog ¢ega odgovor na isti prehrambeni izazov moze biti
razli¢it u pojedinim zivotnim razdobljima. Dugotrajna izloZenost nepovoljnim prehrambenim
¢imbenicima stoga s vremenom moze dovesti do izrazenijih metabolickih promjena, Sto je u
skladu 1 s porastom prevalencije metaboli¢kog sindroma sa zivotnom dobi (ROCHLANTI 1 sur.,

2017).

Spol je takoder vazan bioloski ¢imbenik koji moZe utjecati na razvoj i izrazenost
metaboli¢kih promjena. Spolni hormoni utjecu na raspodjelu masnog tkiva, mobilizaciju 1
oksidaciju masnih kiselina te metabolizam dugolancanih visestruko nezasi¢enih masnih
kiselina, zbog ¢ega odgovor na isti prehrambeni izazov moze biti razli¢it u muzjaka 1 zenki

(JENSEN, 1995; DECSI i KENNEDY, 2011; STARCEVIC i sur., 2017). Upravo zbog tih



razlika dob i spol predstavljaju vazne ¢imbenike koje treba uzeti u obzir pri prouavanju razvoja

1 progresije metabolickog sindroma.

2.3. Patofiziologija nastanka metabolickog sindroma

Patofiziologija metabolickog sindroma temelji se na medusobno povezanim
promjenama u regulaciji glukoze i lipida, pri ¢emu srediSnje mjesto zauzima inzulinska
rezistencija. Smanjena osjetljivost perifernih tkiva na djelovanje inzulina dovodi do slabijeg
unosa glukoze u skeletne misice, dok se u masnom tkivu smanjuje sposobnost inzulina da
inhibira lipolizu. Posljedi¢no se povecava koncentracija glukoze u krvi i otpustanje slobodnih
masnih kiselina u cirkulaciju. Pankreas u poc¢etku kompenzira smanjenu osjetljivost perifernih
tkiva povecanim luenjem inzulina, zbog Cega se razvija hiperinzulinemija. S produljenjem
metabolickog opterecenja takav kompenzacijski odgovor moze postati nedostatan, ¢ime se

poremecaj regulacije glukoze dodatno produbljuje (ROBERTS i sur., 2013).

Povecana dostupnost slobodnih masnih kiselina dodatno opterecuje tkiva ukljuc¢ena u
regulaciju energetskog metabolizma, osobito jetru i skeletne miSi¢e. Kada unos i stvaranje
masnih kiselina premase mogucnosti njihove oksidacije i pohrane u neutralne lipide, dolazi do
nakupljanja lipidnih meduprodukata, medu kojima su diacilgliceroli 1 ceramidi. Njihovo
povecano stvaranje moze narusiti inzulinsku signalizaciju 1 pridonijeti razvoju lipotoksi¢nosti.
Metabolicke posljedice stoga ne ovise samo o ukupnoj koli¢ini lipida u tkivu, nego i1 o njihovu
sastavu te raspodjeli medu pojedinim lipidnim klasama (TCHERNOF i DESPRES, 2013;
ROBERTS i sur., 2013).

Jetra na povecanu dostupnost ugljikohidrata i masnih kiselina odgovara promjenama u
regulaciji sinteze i preraspodjele lipida. Glukoza i inzulin djeluju preko transkripcijskih
¢imbenika, medu kojima su ChREBP i SREBP-Ic, koji sudjeluju u regulaciji ekspresije gena
ukljucenih u sintezu masnih kiselina. Dugotrajan visok unos jednostavnih Secera zbog toga
moze potaknuti lipogene putove i mijenjati udio pojedinih zasi¢enih i jednostruko nezasi¢enih
masnih kiselina u jetri. Ekspresija lipogenih gena pritom ne predstavlja izravnu mjeru ukupne
de novo lipogeneze, nego pokazatelj molekularne regulacije procesa ukljucenih u sintezu i

metabolizam masnih kiselina (NAKAMURA 1 NARA, 2004; JUMP i sur., 2013).

Poremecaji metabolizma glukoze i lipida usko su povezani i s povecanim oksidacijskim

opterecenjem. Visoke koncentracije glukoze 1 slobodnih masnih kiselina mogu povecati
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stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta razli¢itim mehanizmima, ukljuc¢uju¢i aktivaciju NAD(P)H
oksidaze i promjene u mitohondrijskom metabolizmu (INOGUCHI i sur., 2000). Kada
stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta premasi sposobnost antioksidacijskih sustava da ih uklone,
razvija se oksidacijski stres, pracen oksidacijskim oste¢enjem lipida, proteina i nukleinskih
kiselina. Posebno su osjetljive viSestruko nezasi¢ene masne kiseline, ¢ija lipidna peroksidacija

dovodi do nastanka sekundarnih produkata, medu kojima je i malondialdehid.

Oksidacijski 1 upalni procesi pritom su medusobno povezani i mogu se uzajamno
pojacavati. Reaktivne kisikove vrste mogu aktivirati proupalne signalne putove, dok aktivirane
imunoloske stanice dodatno pridonose stvaranju reaktivnih spojeva. Medu vaznim
posrednicima takvog odgovora nalazi se TNF-a, koji moze dodatno narusiti inzulinsku
osjetljivost i potaknuti lipolizu. TGF- sudjeluje u regulaciji upalnog odgovora, remodeliranju
izvanstanicnog matriksa i1 profibroticnoj signalizaciji. Povecana ekspresija 7gf-f stoga ne
predstavlja dokaz razvijene fibroze, ali moze upucivati na aktivaciju mehanizama povezanih s

profibroti¢nim odgovorom (DOOLEY i TEN DIJKE, 2012; ROCHLANTI i sur., 2017).

Medusobna povezanost visceralne pretilosti, inzulinske rezistencije, poremecaja
metabolizma lipida, kroni¢ne upale i pove¢anog stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta shematski

je prikazana na slici 1.

Prejedanje Smanjena tjelesna aktivnost

Visceralna pretilost

\

Adipokini 1 TNF, fslobodne masne
(tLeptin tIL-6 kiseline
JAdiponektin) 1 CRP l
1 ROS tFibrinogen | Preuzimnje
LOX aktivacija glukoze
‘ RAAS JInzulin /':7
aktivacija \/ 2 il
d 1Glukoneogeneza
Neurohumoralna fLipogeneza
aktivacija z ST A Trigliceridi

Kroni¢na rezistencija ?
upala

Slika 1. Patofiziologija metabolickog sindroma (ROCHLANI i sur., 2017).




2.4. Animalni modeli metabolickog sindroma

Animalni modeli imaju vaznu ulogu u proucavanju nastanka i progresije metabolickog
sindroma jer omogucuju pracenje metabolickih promjena u kontroliranim uvjetima. Ipak,
nijedan model ne mozZe u potpunosti oponasati sva obiljezja metabolickog sindroma u ljudi. Pri
odabiru i usporedbi modela potrebno je uzeti u obzir genetsku podlogu Zivotinja, sastav i nacin
primjene hrane, spol, dob te trajanje eksperimentalnog tretmana. Kratkotrajni pokusi uglavnom
omogucuju pracenje ranih metabolickih promjena, dok dugotrajni modeli pruzaju uvid u
njihovu progresiju i prilagodbu organizma tijekom vremena (KENNEDY 1 sur., 2010; LAI i
sur., 2014; VATASHCHUK i sur., 2022). Noviji pregled animalnih modela metabolickog
sindroma takoder naglasava da se hranidbeni, genetski i kemijski inducirani modeli medusobno

razlikuju prema mehanizmu nastanka 1 izrazenosti pojedinih obiljezja metabolickog sindroma.

Prema nacinu izazivanja metabolickih poremecaja, animalni modeli mogu se podijeliti
na hranidbene, genetske i farmakoloSke. Hranidbeni modeli posebno su prikladni za
proucavanje metabolickog sindroma jer metabolicke promjene nastaju postupno, kao posljedica
dugotrajnog prehrambenog opterec¢enja. U tu skupinu ubrajaju se modeli s visokim udjelom
masti, cafeteria prehrana te modeli s pove¢anim unosom jednostavnih Secera, osobito fruktoze

1 saharoze (VATASHCHUK i sur., 2022).

Modeli s visokim udjelom masti ¢esto se primjenjuju za izazivanje pretilosti 1 inzulinske
rezistencije. Medutim, njihov se sastav znatno razlikuje medu istrazivanjima, osobito s obzirom
na udio i1 izvor prehrambenih masti. Prehrana bogata zasi¢enim masnim kiselinama mozZe
izazvati drukc¢iji masnokiselinski 1 upalni odgovor od prehrane s ve¢im udjelom nezasic¢enih
masnih kiselina, zbog ¢ega je pri usporedbi rezultata razli€itih istrazivanja potrebno uzeti u
obzir sastav primijenjene hrane. LAI i sur. (2014) upozoravaju da sastav standardnih
visokomasnih dijeta za glodavce Cesto znatno odstupa od prehrambenih obrazaca ljudi, Sto

ograniava izravno prenosenje rezultata.

Cafeteria prehrana sloZeniji je hranidbeni model kojim se nastoji oponasati energetski
bogata prehrana zapadnog tipa. Obi¢no ukljucuje razli¢ite proizvode bogate mastima, Se¢erom
i soli, zbog Cega zivotinje spontano povecavaju unos energije. Takav nacin hranidbe moze
dovesti do izrazene pretilosti i upalnih promjena u jetri i masnom tkivu (SAMPEY i sur., 2011).
Prednost ovog modela jest razvoj slozenijeg metabolickog fenotipa koji u ve¢oj mjeri podsjeca
na metabolic¢ki sindrom u ljudi, dok je njegov glavni nedostatak otezano razdvajanje ucinka

pojedinih prehrambenih sastavnica.



Uz hranidbene modele, u istrazivanju metabolickih poremecaja primjenjuju se i
farmakoloski 1 genetski modeli. Streptozotocinski model ima vaznu povijesnu ulogu u
istrazivanju dijabetesa i metabolizma masnih kiselina. OSte¢enjem B-stanica gusSterace nastaje
izrazen nedostatak inzulina, Sto dovodi i do promjena ekspresije enzima ukljuCenih u
metabolizam masnih kiselina. U takvim je uvjetima opisano smanjenje ekspresije A6-
desaturaze, koje se djelomi¢no moze normalizirati primjenom inzulina (RIMOLDI i sur., 2001).
Zbog drukéijeg mehanizma nastanka ovaj model nije izravan model metabolickog sindroma,

ali daje vazne informacije o hormonalnoj regulaciji metabolizma PUFA.

Genetski modeli omogucuju proucavanje specificnth molekularnih mehanizama
povezanih s metaboli¢kim poremecajima. Zivotinje s poremeéenom leptinskom signalizacijom
razvijaju hiperfagiju, izrazenu pretilost, hiperinzulinemiju i promjene jetrenog metabolizma, ali
se etioloski razlikuju od postupnog razvoja metabolickog sindroma izazvanog prehrambenim
¢imbenicima. Zbog toga rezultate takvih modela treba tumaciti u okviru njihove specifi¢ne

genetske podloge (KENNEDY i sur., 2010; VATASHCHUK 1 sur., 2022).

Spol zivotinja takoder moze bitno utjecati na metabolicki odgovor. Istrazivanja koja
ukljucuju oba spola omogucuju procjenu razlika u sastavu masnih kiselina, lipogenezi 1 -
oksidaciji te smanjuju mogucénost da se odgovor opazen samo u muzjaka neopravdano
generalizira na oba spola (STARCEVIC i sur., 2017). Dob Zivotinja predstavlja dodatnu vaznu
metodolosku varijablu jer se tijekom sazrijevanja i starenja mijenjaju sastav tijela, hormonalni
status 1 aktivnost enzima ukljucenih u metabolizam masnih kiselina. U Stakora su opisane dobno
ovisne promjene aktivnosti A6-desaturaze i jetrenog masnokiselinskog sastava, zbog cega
rezultate kratkotrajnih pokusa u mladih Zivotinja nije moguce neposredno izjednaciti s nalazima

dobivenima u dugotrajnim modelima (DINH 1 sur., 1993).

2.4.1. Hranidbeni modeli metaboli¢kog sindroma

Hranidbeni modeli posebno su vazni u istraZzivanju metabolickog sindroma jer
omogucuju postupno izazivanje metabolickih poremecaja promjenom sastava ili energetske
vrijednosti hrane. Takvi modeli mogu obuhvatiti pove¢an unos masti, jednostavnih Secera ili
njihovih kombinacija, a metaboli¢ki odgovor ovisi o vrsti hranjivih tvari, nacinu njihove

primjene 1 trajanju izlozenosti. Za istrazivanje promjena metabolizma glukoze i masnih kiselina
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osobito su vazni modeli s visokim unosom fruktoze i saharoze, dok se prehrana smanjene
energetske vrijednosti i s povecanim udjelom vlakana moze koristiti za procjenu moguénosti

ublazavanja razvoja metaboli¢kih poremecéaja (VATASHCHUK i sur., 2022).

2.4.1.1. Prehrana bogata jednostavnim Se¢erima i saharoza

Prehrana bogata jednostavnim Secerima jedan je od Cesto koriStenih hranidbenih
pristupa za izazivanje metabolickih poremecaja u eksperimentalnih Zivotinja. Posebno su
znacajni saharoza 1 fruktoza jer povecavaju dostupnost lako iskoristivih ugljikohidratnih
supstrata, a njihov dugotrajan prekomjeran unos moze pridonijeti povecanju tjelesne mase,
hipertrigliceridemiji, inzulinskoj rezistenciji i promjenama jetrenog metabolizma. Povezanost
Ceste konzumacije napitaka zasladenih Secerom s pretilos¢u, SeCernom bolescu tipa 2 i
kardiovaskularnim rizikom potvrdena je 1 u epidemioloSkim istrazivanjima (MALIK 1 sur.,

2010).

Saharoza je disaharid sastavljen od glukoze i fruktoze, pa njezin metabolicki u¢inak
ukljucuje djelovanje oba monosaharida. Glukoza snazno potice lu¢enje inzulina, dok se znatan
dio fruktoze metabolizira u jetri. Pri visokoj dostupnosti ugljikohidrata povecava se dotok
ugljikovih supstrata u lipogene putove, a preko inzulina te transkripcijskih cimbenika ChREBP
1 SREBP-1c mijenja se regulacija gena ukljuenih u sintezu masnih kiselina (JUMP 1 sur.,

2013).

U Stakora je dugotrajna primjena saharoze u vodi za pi¢e povezana s povecanjem
tjelesne mase i naruSavanjem tolerancije glukoze (KAWASAKI i sur., 2005). U kroni¢nim
modelima opisane su i promjene ekspresije gena uklju¢enih u metabolizam masnih kiselina,
promjene udjela pojedinih zasi¢enih, jednostruko nezasi¢enih i viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina te povecana lipidna peroksidacija (MILJAK i sur., 2015; MASEK i STARCEVIC,
2017; MASEK i sur., 2018).

Jedna od vaznih posljedica povecanog unosa jednostavnih Secera jest promjena odnosa
izmedu zasienih 1 jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina. SCD1, odnosno A9-desaturaza,
katalizira stvaranje palmitoleinske i oleinske kiseline iz palmitoil- i stearoil-CoA. Povecanje
udjela C16:1n-7 1 C18:1n-9 mozZe stoga pratiti pojac¢anu endogenu sintezu i desaturaciju masnih
kiselina, iako na njihov konac¢ni udio u tkivu istodobno utjecu elongacija, oksidacija i raspodjela

medu lipidnim frakcijama (NAKAMURA i NARA, 2004; NTAMBI 1 MIYAZAKI, 2004).
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Kroni¢ni unos saharoze moze utjecati i na metabolizam n-3 i n-6 PUFA. Budu¢i da se
dugolancane PUFA stvaraju iz esencijalnih prekursora nizom reakcija desaturacije i elongacije,
promjene ekspresije Fadsl i Fads2, dostupnosti supstrata i ukupnog energetskog metabolizma
mogu promijeniti njihov konacni udio u tkivu. MILJAK 1 sur. (2015) opisali su istodobne
promjene ekspresije A-desaturaza, masnokiselinskog sastava i MDA u jetri Stakora nakon
dugotrajnog tretmana saharozom, §to upucuje na povezanost promjena metabolizma masnih

kiselina i oksidacijskog opterecenja.

Promjene linolne kiseline mogu se odraziti i na sastav kardiolipina, karakteristicnog
fosfolipida unutarnje mitohondrijske membrane. Kardiolipin u fizioloskim uvjetima sadrzava
visok udio linolne kiseline, a promjene njegova masnokiselinskog sastava mogu utjecati na
organizaciju i funkciju mitohondrijske membrane te na oksidativhu fosforilaciju. U
eksperimentalnim je modelima pokazano da sastav prehrambenih masnih kiselina mijenja
sadrzaj i masnokiselinski sastav jetrenog mitohondrijskog kardiolipina, dok poremecaji njegova
sastava mogu biti povezani s mitohondrijskom disfunkcijom (AOUN i sur., 2012; ZEGALLAI
1 HATCH, 2021).

Smanjena dostupnost linolne kiseline moZe ograniciti i stvaranje arahidonske kiseline
jer je LA pocetni supstrat n-6 metaboli¢kog puta. Kona¢ni udio ARA pritom ovisi o dostupnosti
supstrata te o aktivnosti desaturaza i elongaza. U Stakora hranjenih saharozom opisane su
promjene aktivnosti A9- 1 AS-desaturaze, a smanjena AS-desaturacija moze dodatno pridonijeti

nizem udjelu ARA (EL HAFIDI i sur., 2001).

Visoka dostupnost glukoze i slobodnih masnih kiselina moze povecati stvaranje
reaktivnih kisikovih vrsta 1 potaknuti lipidnu peroksidaciju (INOGUCHI 1 sur., 2000). PUFA
su zbog veceg broja dvostrukih veza osobito osjetljive na oksidacijsko oStecenje, pa promjene
njihova udjela u kroni¢nim modelima visokog unosa Secera treba tumaciti u kontekstu

biosinteze, oksidacije i lipidne peroksidacije, a ne pripisivati ih samo jednom od tih procesa.

Metaboli¢ki u¢inak saharoze ovisi i o sastavu ostalog dijela prehrane. MASEK i sur.
(2016) pokazali su da primjena saharoze u vodi utjece na jetrenu histologiju, lipogenezu i
ekspresiju lipogenih gena u Stakora hranjenih visokovlaknastom hranom. To pokazuje da
odgovor na visok unos Secera nije odreden samo koli¢inom saharoze, nego i ukupnom

energetskom vrijednoscu te sastavom krute hrane.

Vazan je 1 naCin primjene Secera. Dodavanje saharoze ili fruktoze u vodu za pice

omogucuje kontinuiranu dostupnost jednostavnih ugljikohidrata, dok njihovo ukljuc¢ivanje u
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krutu hranu istodobno mijenja i energetsku gusto¢u obroka. KAWASAKI i sur. (2005) pokazali
su da dugotrajan unos saharoze u vodi povecava tjelesnu masu i narusava toleranciju glukoze,
dok je u drugim istrazivanjima kroni¢ni unos saharoze bio povezan s promjenama jetrenog

masnokiselinskog sastava i ekspresije desaturaza (MILJAK 1 sur., 2015).

Fruktozni modeli osobito se koriste za proucCavanje jetrenog metabolizma zbog
izrazenog prvog prolaska fruktoze kroz jetru. Visok unos fruktoze moze povecati sintezu
triacilglicerola, promijeniti osjetljivost na inzulin i utjecati na jetreni masnokiselinski profil.
Usporedba cafeteria 1 visokofruktoznog modela pokazala je da ta dva prehrambena izazova
mogu dovesti do razli¢itih promjena vaznih PUFA 1 palmitoleinske kiseline, $to potvrduje da
se pojam prehrambeno izazvanoga metaboli¢kog sindroma ne odnosi na jedinstven metabolicki

fenotip (MASEK i sur., 2020).

2.4.1.2. Prehrana smanjene energetske vrijednosti i prehrambena vlakna

Hrana smanjene energetske vrijednosti ¢esto sadrzava veéi udio sastojaka koji smanjuju
energetsku gusto¢u obroka, medu kojima vaznu ulogu imaju prehrambena vlakna. Vlakna mogu
povecati volumen obroka, usporiti apsorpciju pojedinih hranjivih tvari te utjecati na sitost,
glikemiju, metabolizam lipida i sastav crijevne mikrobiote. Njihovi fizioloSki ucinci ovise o
vrsti, topljivosti, viskoznosti 1 fermentabilnosti vlakana (ANDERSON i sur., 2009; MAKKI 1
sur., 2018; VELUVALI 1 SNYDER, 2023; DEEHAN 1 sur., 2024). Noviji pregledi dodatno
potvrduju vaznost prehrambenih vlakana u regulaciji tjelesne mase, glikemije, lipidnog

metabolizma i metabolickog zdravlja.

Prehrambena vlakna cine heterogenu skupinu ugljikohidratnih spojeva koji se ne
razgraduju probavnim enzimima u tankom crijevu. Topiva 1 viskozna vlakna mogu usporiti
praznjenje Zeluca i apsorpciju glukoze, ublaziti postprandijalne promjene glikemije te utjecati
na apsorpciju i enterohepaticku cirkulaciju zu¢nih kiselina. Ve¢i unos prehrambenih vlakana
povezuje se s povoljnijim metabolizmom glukoze i lipida te s manjim dugoro¢nim povecanjem
tjelesne mase (ANDERSON i sur., 2009; MENNI i sur., 2017; LEE 1 sur., 2023). Meta-analiza
randomiziranih kontroliranih istraZivanja pokazala je da hrana obogacena vlaknima moZe
povoljno djelovati na tjelesnu masu, masno tkivo, koncentracije ukupnog i LDL-kolesterola,

triacilglicerola te pokazatelje glikemije.

Fermentabilna vlakna sluze kao supstrat crijevnoj mikrobioti. Njthovom fermentacijom

nastaju kratkolan¢ane masne kiseline, ponajprije acetat, propionat i butirat, koje imaju ulogu
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energetskih supstrata 1 signalnih molekula (DEN BESTEN 1 sur., 2013; KOH 1 sur., 2016;
DEEHAN i sur., 2024). Butirat je vazan izvor energije za kolonocite, propionat se u jetri moze
ukljuciti u glukoneogenezu, dok acetat ulazi u perifernu cirkulaciju i sudjeluje u razli¢itim
metabolickim procesima. Noviji pregled dodatno istice ulogu metabolita crijevne mikrobiote,
ukljucujucéi kratkolan¢ane masne kiseline, u regulaciji energetske homeostaze i metabolickog

odgovora.

Kratkolan¢ane masne kiseline mogu djelovati preko receptora povezanih s G-
proteinima te utjecati na luCenje crijevnih hormona 1 energetsku homeostazu. U
eksperimentalnom modelu primjene oligofruktoze povoljan uc¢inak na toleranciju glukoze i
jetrenu osjetljivost na inzulin ovisio je o funkcionalnom receptoru za GLP-1 (CANI i sur.,
2006). U ljudi su kolonijske infuzije fizioloskih mjeSavina kratkolancanih masnih kiselina

povecale oksidaciju masti i utjecale na potros$nju energije (CANFORA i sur., 2017).

Uc¢inak vlakana na metabolizam lipida ostvaruje se razli¢itim mehanizmima. Viskozna
vlakna mogu smanjiti reapsorpciju zucnih kiselina i utjecati na koncentraciju kolesterola, dok
fermentabilna vlakna preko mikrobnih metabolita mogu mijenjati jetrenu sintezu i oksidaciju
masnih kiselina. U visokomasnom modelu kratkolanane masne kiseline preusmjerile su
metabolizam od lipogeneze prema oksidaciji masnih kiselina (DEN BESTEN i sur., 2015), dok
je ucinak B-glukana na koncentraciju kolesterola ovisio i o tehnoloSkom obliku hrane u koju je
bio ugraden (KERCKHOFFS 1 sur., 2003). Novija literatura takoder potvrduje da metabolicki
ucinci vlakana ovise o njihovim fizikalno-kemijskim svojstvima i interakciji s crijevnom

mikrobiotom (DEEHAN i sur., 2024).

Prehrambena vlakna dugoro¢no mogu utjecati i na sastav crijevne mikrobiote. Veci
unos vlakana povezan je s ve€om mikrobnom raznolikoS¢u, dok prehrana siromasna vlaknima
smanjuje dostupnost fermentabilnih supstrata i moZe promijeniti metabolicke funkcije
mikrobiote. Povezanost ve¢eg unosa vlakana s manjim dugoro¢nim porastom tjelesne mase i
vecom raznolikoS¢u mikrobioma pokazana je u ljudi (MENNI i sur., 2017), a noviji pregledi
dodatno naglasavaju vaznost povezanosti prehrane, crijevne mikrobiote 1 metabolizma

domacina (KOH i sur., 2016; O'KEEFE, 2019; DEEHAN i sur., 2024).

Pri tumacenju ucinka hrane smanjene energetske vrijednosti s povecanim udjelom
vlakana vazno je naglasiti da se ucinci energetske gustoce i vlakana ne mogu uvijek potpuno
razdvojiti. Promjena sastava hrane istodobno mijenja koli¢inu raspolozive energije,

probavljivost, brzinu apsorpcije hranjivih tvari i koli¢inu fermentabilnog supstrata. Stoga je
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prikladnije govoriti o ucinku cjelovitoga hranidbenog rezima nego pojedini povoljni

metabolicki ucinak pripisivati isklju¢ivo vlaknima.

Interakcija visokog unosa Secera 1 visokovlaknaste hrane posebno je vazna u
eksperimentalnim modelima. MASEK i sur. (2016) pokazali su da visokovlaknasta prehrana
mijenja jetreni odgovor na saharozu, ukljucuju¢i histoloSke promjene, lipogenezu i ekspresiju
lipogenih gena. Takvi rezultati podupiru zaklju¢ak da ukupni metaboli¢ki ucinak prehrane

proizlazi iz medudjelovanja energetskog opterecenja i sastava krute hrane.

2.5. Podjela i svojstva masnih Kkiselina

Masne kiseline razlikuju se prema duljini ugljikovodi¢nog lanca, broju dvostrukih veza
1 njihovu polozaju. Nomenklatura masnih kiselina naj¢es¢e se temelji na broju ugljikovih
atoma, broju dvostrukih veza i polozaju prve dvostruke veze u odnosu na metilni kraj molekule.
Tako oznaka C18:3n-3 oznacava masnu kiselinu s 18 ugljikovih atoma i tri dvostruke veze, pri
¢emu se prva dvostruka veza nalazi na tre¢em ugljikovu atomu racunaju¢i od metilnog kraja.
Takav nacin oznaCavanja osobito je vazan za razlikovanje n-3, n-6, n-7 i n-9 porodica masnih

kiselina (TVRZICKA 1 sur., 2011).

Na slici 2 prikazan je primjer ozna€avanja a-linolenske kiseline prema broju ugljikovih

atoma, broju dvostrukih veza i poloZaju prve dvostruke veze u odnosu na metilni kraj.

1 9 12 13
13
o - limolenska kiselma (C18:3. n-3)
(C18:3, @3)
[C183 _..Il.f'.'.l.l."-]

A RN

bro) C atoma poloZa) dvostrukih veza

broj dvostrukih veza

Slika 2. Prikaz a-linolenske kiseline i nacina oznacavanja polozaja dvostrukih veza
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Geometrijska konfiguracija dvostrukih veza utjeCe na prostornu strukturu masnih
kiselina. Cis-dvostruke veze uzrokuju pregib ugljikovodi¢nog lanca i smanjuju moguénost
¢vrstog slaganja molekula, dok frans-konfiguracija omogucéuje pravilnije slaganje lanca.
Stupanj nezasi¢enosti stoga utjeCe na fizikalna svojstva lipida 1 organizaciju stanic¢nih

membrana (HULBERT, 2003; TVRZICKA 1 sur., 2011).

U organizmu se samo manji dio masnih kiselina nalazi u slobodnom obliku, dok je
veéina esterificirana u triacilglicerole, fosfolipide, estere kolesterola i druge slozene lipide.
Triacilgliceroli predstavljaju glavni oblik pohrane masnih kiselina, dok su fosfolipidi vazne
strukturne sastavnice stani¢nih membrana. Masne kiseline ujedno sluZe kao energetski supstrati
te sudjeluju u stvaranju brojnih signalnih molekula i lipidnih medijatora (HULBERT, 2003;
ALVES-BEZERRA i COHEN, 2018).

Prema broju dvostrukih veza masne kiseline dijele se na zasicene, jednostruko
nezasicene 1 viSestruko nezasi¢ene. Zasi¢ene masne kiseline (engl. saturated fatty acids, SFA)
nemaju dvostrukih veza, jednostruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. monounsaturated fatty
acids, MUFA) sadrzavaju jednu, a viSestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated
fatty acids, PUFA) dvije ili viSe dvostrukih veza. Osim stupnja nezasi¢enosti, vazna je i duljina
ugljikovodi¢nog lanca jer utjece na probavu, apsorpciju, transport i metabolicku sudbinu

pojedinih masnih kiselina (TVRZICKA 1 sur., 2011).

Stupanj nezasi¢enosti odreduje 1 osjetljivost masnih kiselina na oksidacijsko oStecenje.
Visestruko nezasi¢ene masne kiseline zbog veceg broja dvostrukih veza osjetljivije su na
lipidnu peroksidaciju od zasi¢enih i jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina. Medu njima je
osobito osjetljiva dokozaheksaenska kiselina (DHA), koja sadrzava Sest dvostrukih veza

(HULBERT, 2003; AYALA 1sur., 2014).

Zasi¢ene masne kiseline vazni su energetski supstrati 1 prekursori u sintezi sloZenijih
lipida. Palmitinska kiselina (C16:0) jedan je od glavnih produkata de novo sinteze masnih
kiselina te vazan prekursor za daljnju elongaciju i desaturaciju. Stearinska kiselina (C18:0)
takoder sudjeluje u tim metaboliCkim putovima i1 moze se desaturirati u oleinsku kiselinu.
Detaljni putovi sinteze i pretvorbe zasi¢enih masnih kiselina bit ¢e opisani u sljede¢em

poglavlju (MIYAZAKI i NTAMBI, 2003; CARTA i sur., 2017; PAIVA i sur., 2021).

Medu najzastupljenijim jednostruko nezasi¢enim masnim kiselinama u razli¢itim
tkivima nalaze se palmitoleinska (C16:1n-7) 1 oleinska kiselina (C18:1n-9). One potjecu iz

prehrane, ali se mogu stvarati i endogeno desaturacijom zasi¢enih masnih kiselina. Njihov udio
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u tkivu ovisi 1 o prehrambenom unosu i o endogenom metabolizmu, pa ih je pri tumacenju
masnokiselinskog profila potrebno promatrati u okviru ukupnih metabolickih promjena

(NTAMBI i MIYAZAKI, 2004; SCHWINGSHACKL i HOFFMANN, 2014).

Visestruko nezasi¢ene masne kiseline imaju osobito vaznu ulogu u gradi stani¢nih
membrana i stvaranju lipidnih medijatora. Esencijalni prekursori n-6 i n-3 porodice su linolna
kiselina (C18:2n-6, LA) i a-linolenska kiselina (C18:3n-3, ALA), koje sisavci ne mogu
sintetizirati u dovoljnoj mjeri te ith moraju unositi hranom. Iz njih daljnjim metabolickim
pretvorbama nastaju dugolancane viSestruko nezasi¢ene masne kiseline, medu kojima su
arahidonska kiselina (ARA), eikozapentaenska kiselina (EPA), dokozapentaenska kiselina
(DPA) i DHA (NAKAMURA i NARA, 2004; DYALL i sur., 2022).

Linolna kiselina osnovni je prekursor n-6 porodice, dok je arahidonska kiselina vazna
sastavnica membranskih fosfolipida i prekursor brojnih lipidnih medijatora koji sudjeluju u
regulaciji vaskularnog i upalnog odgovora (NAKAMURA 1 NARA, 2004; CALDER, 2013). U
n-3 porodici ALA je pocetni prehrambeni prekursor za nastanak EPA, DPA i DHA. EPA i
DHA, osim S$to su vazne sastavnice stani¢nih membrana, sudjeluju i u stvaranju lipidnih

medijatora ukljucenih u regulaciju upalnog odgovora (CALDER, 2013).

Dokozapentaenska kiselina n-3 (C22:5n-3) pripada skupini dugolancanih n-3 PUFA i
vazan je meduprodukt njithova metabolizma. Pri tumacenju masnokiselinskog sastava vazno ju
je razlikovati od C22:5n-6 jer te dvije masne kiseline pripadaju razli¢itim metabolickim

porodicama i nemaju jednako bioloSko znacenje (KAUR i sur., 2011).

Omyjer n-6/n-3 Cesto se koristi za prikaz medusobne zastupljenosti dviju skupina PUFA,
ali sam po sebi ne daje podatke o udjelu pojedinih masnih kiselina ni o njihovoj bioloskoj ulozi.
Zbog toga je pri tumacenju masnokiselinskog profila korisnije istodobno promatrati pojedine
prekursore i dugolanc¢ane produkte, osobito LA, ALA, ARA, EPA, DPA i DHA (CALDER i
DECKELBAUM, 2011).

2.6. Sinteza i biokonverzija masnih kiselina

De novo sinteza masnih kiselina odvija se pretezito u citosolu, a zapocinje stvaranjem
acetil-CoA 1 njegovom karboksilacijom u malonil-CoA djelovanjem acetil-CoA-karboksilaze.

Sintaza masnih kiselina potom katalizira slijed reakcija kojima nastaje palmitinska kiselina,
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glavni produkt ovoga biosintetskog puta. Intenzitet de novo lipogeneze ovisi o dostupnosti
ugljikohidratnih supstrata, energetskom stanju stanice i hormonskoj regulaciji, zbog Cega se
mijenja u skladu s nutritivnim i metaboli¢kim uvjetima (ALVES-BEZERRA i COHEN, 2018;
PAIVA isur., 2021).

Palmitinska kiselina, kao glavni produkt de novo sinteze, vazan je prekursor za nastanak
drugih zasi¢enih i jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina. Stearoil-CoA-desaturaza 1 (SCD1),
odnosno A9-desaturaza, katalizira uvodenje cis-dvostruke veze u palmitoil-CoA i stearoil-CoA,
pri ¢emu nastaju palmitoleoil-CoA 1 oleoil-CoA. Aktivnost SCD1 stoga ima vaznu ulogu u
odredivanju odnosa zasi¢enih i jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina te u osiguravanju
supstrata za sintezu triacilglicerola, fosfolipida i estera kolesterola (MIYAZAKI i NTAMBI,
2003; NAKAMURA i NARA, 2004).

Produljivanje ugljikovodi¢nog lanca masnih kiselina kataliziraju elongaze iz obitelji
ELOVL, koje dodaju po dvije ugljikove jedinice na postojeci acilni lanac. Pojedini ¢lanovi ove
obitelji razlikuju se prema afinitetu za odredene supstrate i time pridonose oblikovanju
masnokiselinskog sastava. ELOVL6 osobito sudjeluje u elongaciji C16 u C18 masne kiseline,
dok ELOVLS 1 ELOVL2 imaju vaznu ulogu u nastanku dugolancanih i vrlo dugolanc¢anih
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (WANG i sur., 2006; JUMP, 2009).

Biosinteza dugolancanih visestruko nezasi¢enih masnih kiselina razlikuje se od de novo
sinteze zasi¢enih masnih kiselina. Budu¢i da sisavci ne posjeduju Al2- 1 Al5-desaturazu,
linolna i a-linolenska kiselina moraju se unositi hranom. Njihova se daljnja pretvorba odvija
nizom reakcija desaturacije i elongacije u kojima sudjeluju FADS1, FADS2 te elongaze iz
obitelji ELOVL (CHO i sur., 1999a, 1999b; NAKAMURA i NARA, 2004; JUMP, 2009;
STROUD i sur., 2009; TOSI i sur., 2014).

U n-6 metabolickom putu linolna kiselina (LA; C18:2n-6) djelovanjem A6-desaturaze,
koju kodira gen Fads2, prelazi u y-linolensku kiselinu. Nakon elongacije nastaje dihomo-y-
linolenska kiselina (DGLA), koja se djelovanjem AS5-desaturaze, kodirane genom Fadsl,
pretvara u arahidonsku kiselinu (ARA). Daljnjim reakcijama elongacije 1 desaturacije nastaju
ostali dugolancani n-6 produkti. Budu¢i da n-3 i n-6 metabolicke linije dijele dio istih
desaturaza i elongaza, dostupnost supstrata jedne skupine moze utjecati na protok reakcija u

drugoj (NAKAMURA i NARA, 2004).

U n-3 metabolickom putu a-linolenska kiselina (ALA; C18:3n-3) najprije se desaturira

djelovanjem A6-desaturaze, nakon cega slijede elongacija 1 daljnja desaturacija do
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eikozapentaenske kiseline (EPA). EPA se zatim elongira u dokozapentaensku kiselinu (DPA),
dok biosinteza dokozaheksaenske kiseline (DHA) ukljucuje dodatne reakcije elongacije i
desaturacije te zavr$ni korak peroksisomalne B-oksidacije (NAKAMURA i NARA, 2004;
BURDGE i CALDER, 2005).

Glavni koraci biokonverzije n-3 i n-6 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina te

zajednicko sudjelovanje desaturaza i elongaza prikazani su na slici 3.

n-3 linija n-6 linija
C18:3n-3 C18:2n-6
a-linolenska A6 desaturaza linolna
C18:4n-3 C18:3n-6
stearidonska elongaza ELOVLS p-linolenska
C20:4n-3 C20:3n-6
eikozatetraenska A5 desaturaza dihomo-y-linolenska
C20:5n-3 C20:4n-6
eikoz(]pentaenska eiongaza ELOVL2 arahidonska
C22:5n-3 C22:4n-6
dokozapentaenska  €longaza ELOVL2 dokozatetraenska
C24:5n-3 C24:4n-6
tetrakozapentaenska A6 desaturaza tetrakozatetraenska
C24:6n-3 C24:5n-6
tetrakozaheksaenska B-oksidacija tetrakozapentaenska
C22:6n-3 C22:5n-6
dokozaheksaenska dokozapentaenska

Slika 3. Biokonverzija n-3 1 n-6 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina

U biokonverziji dugolanc¢anih PUFA osobito su vazni Fads I, Fads2, ELOVLS i
ELOVL2. Fadsl kodira A5-desaturazu, a Fads? A6-desaturazu, dok elongaze produljuju
odgovaraju¢e masnokiselinske supstrate. ELOVLS sudjeluje ponajprije u elongaciji C18 1 C20
PUFA, dok je ELOVL2 vazan za stvaranje vrlo dugolancanih prekursora potrebnih za
biosintezu DHA (WANG i sur., 2006; JUMP, 2009).
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Aktivnost desaturacijskih putova cCesto se procjenjuje omjerima proizvoda i
odgovarajucih supstrata. Tako se omjer C18:1n-9/C18:0 koristi kao neizravni pokazatelj A9-
desaturacije, dok se omjer ARA/DGLA primjenjuje za procjenu A5-desaturacijskog puta. Takvi
omjeri ne predstavljaju izravno izmjerenu enzimsku aktivnost jer na njih, osim desaturacije,
utjeCu prehrambeni unos, elongacija, oksidacija i1 raspodjela masnih kiselina medu lipidnim

frakcijama (NAKAMURA i NARA, 2004).

Ni promjene ekspresije gena ukljuenih u desaturaciju i elongaciju ne moraju biti
praéene razmjernim promjenama aktivnosti odgovaraju¢ih enzima ili udjela njihovih
produkata. Konacni masnokiselinski sastav rezultat je medudjelovanja genske ekspresije,
translacije, stabilnosti proteina, dostupnosti supstrata i metaboli¢ckog protoka kroz povezane
putove. Zbog toga je ekspresiju gena Fadsl, Fads2 i Scdl potrebno tumaciti zajedno s
promjenama masnokiselinskog sastava. Genetske varijante u klasteru FADS1/FADS2 takoder

su povezane s masnokiselinskim sastavom fosfolipida (SCHAEFFER 1 sur., 2006).

2.7. Regulacija metabolizma i biokonverzije masnih kiselina

Metabolizam masnih kiselina podloZan je sloZenoj nutritivnoj 1 hormonskoj regulaciji
kojom se uskladuju njihova sinteza, desaturacija, elongacija i oksidacija s energetskim
potrebama organizma. Posebno vaznu ulogu u toj regulaciji imaju inzulin, glukoza 1
transkripcijski ¢imbenici osjetljivi na nutritivne 1 lipidne signale. Promjene njihove aktivnosti
mogu utjecati na ekspresiju gena ukljucenih u metabolizam masnih kiselina te posljedi¢no

mijenjati njihov sastav u tkivima.

Inzulin je jedan od vaznih regulatora enzima uklju€enih u desaturaciju masnih kiselina.
U uvjetima izrazenog nedostatka inzulina, kao u streptozotocinskom dijabetesu, smanjuje se
ekspresija A6-desaturaze, dok primjena inzulina moze djelomi¢no obnoviti njezinu ekspresiju
(RIMOLDI 1 sur., 2001). U stanjima inzulinske rezistencije regulacija desaturaza i elongaza
dodatno je odredena promijenjenim nutritivnim 1 hormonskim okruzenjem, pa njihov odgovor
ne mora biti jednak kao u uvjetima apsolutnog nedostatka inzulina (BRENNER, 2003; WANG
1sur., 2006).

Dostupnost ugljikohidrata i inzulinski signal povezani su s regulacijom lipidnog
metabolizma preko transkripcijskih ¢cimbenika ChREBP 1 SREBP-1¢. ChREBP odgovara na
povecanu dostupnost ugljikohidrata 1 potic¢e ekspresiju gena ukljuc¢enih u glikolizu i lipogenezu,
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dok je SREBP-1c¢ snazno povezan s djelovanjem inzulina i regulacijom lipogenih gena. Njihovo
zajednicko djelovanje omogucuje prilagodbu sinteze i sastava masnih kiselina nutritivnom

stanju organizma (JUMP i sur., 2013).

Suprotno lipogenim signalima, PPARa sudjeluje u regulaciji gena uklju¢enih u
transport 1 B-oksidaciju masnih kiselina. Dugolancane visestruko nezasi¢ene masne kiseline
mogu djelovati kao ligandi nuklearnih receptora i modulirati aktivnost PPARa, SREBP-1c¢ i
drugih transkripcijskih ¢imbenika osjetljivih na lipide. Time masne kiseline nisu samo supstrati
u energetskom metabolizmu, nego 1 regulatori ekspresije gena koji odreduju njihovu daljnju

metabolicku sudbinu (JUMP i sur., 2013).

Na biokonverziju n-3 i n-6 PUFA znatno utje¢e i dostupnost njihovih esencijalnih
prekursora. Buduci da obje metabolicke porodice koriste dio istih desaturaza i elongaza, izmedu
njih postoji kompeticija za zajednicke enzimske korake. Povecana dostupnost prekursora jedne
skupine moze zbog toga promijeniti stvaranje produkata druge, dok se unosom preformiranih
EPA i DHA djelomi¢no zaobilaze pocetni koraci pretvorbe ALA (NAKAMURA i NARA,
2004; BURDGE i CALDER, 2005).

Regulacija desaturaza i elongaza dodatno se mijenja u metabolickim bolestima. WANG
1 sur. (2006) pokazali su da se ekspresija jetrenih desaturaza i elongaza mijenja u dijabetesu 1
pretilosti, pri ¢emu smjer i intenzitet promjene ovise o hormonalnom 1 nutritivnom okruzenju.
Stoga se odgovor pojedinog enzima ne moze promatrati neovisno o Sirem metabolickom stanju

organizma.

Masnokiselinski sastav moZze i povratno djelovati na regulaciju genske ekspresije.
Dugolan¢ane PUFA mogu smanjivati aktivnost SREBP-1c te modulirati druge transkripcijske
¢imbenike povezane s metabolizmom lipida (JUMP 1 sur., 2013). Na taj se nacin uspostavlja
regulatorna povezanost izmedu prehrambenog unosa, sastava masnih kiselina i ekspresije gena

ukljucenih u njihovu sintezu i razgradnju.

Zbog takve viSeslojne regulacije promjenu udjela pojedine masne kiseline nije
opravdano pripisati aktivnosti samo jednog enzima. Primjerice, udio arahidonske kiseline moze
se mijenjati zbog razlika u dostupnosti linolne kiseline, aktivnosti A6- 1 A5-desaturaze,
elongacije, oksidacije, ugradnje u fosfolipide ili njezina oslobadanja za sintezu lipidnih
medijatora. Zbog toga je pri tumacenju masnokiselinskog profila potrebno istodobno razmotriti
dostupnost prekursora, udio produkata i ekspresiju gena ukljucenih u pojedine metabolicke

putove.
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2.8. Utjecaj spola na metabolizam i sastav masnih kiselina

Spolne razlike u metabolizmu lipida o€ituju se na razini cijelog organizma, ali i u
pojedinim tkivima. U ljudi se razlikuju raspodjela masnog tkiva, mobilizacija masnih kiselina
iz adipocita, njihova oksidacija i metaboli¢ki odgovor na unos hrane. Zene prije menopauze
ceS¢e imaju veci udio potkoznog masnog tkiva, dok je u musSkaraca izrazenija sklonost
nakupljanju visceralne masti. Takve razlike utjecu na protok slobodnih masnih kiselina prema
jetri 1 povezane su s razli¢itim kardiometabolickim rizikom (JENSEN, 1995; COSTA i sur.,
2025).

Spolne razlike osobito su izrazene u metabolizmu esencijalnih masnih kiselina. Zene u
pravilu pokazuju ucinkovitiju pretvorbu a-linolenske kiseline u dugolanc¢ane n-3 PUFA, $to se
povezuje s vecom sposobnoscu endogene biosinteze EPA i DHA (DECSI 1 KENNEDY, 2011).
CHILDS 1 sur. (2008) utvrdili su ve¢i udio DHA u pojedinim lipidnim frakcijama plazme i
tkiva zena. Budu¢i da se takve razlike ne mogu u cijelosti objasniti prehrambenim unosom,

vaznu ulogu u njihovoj regulaciji imaju spolni hormoni.

Estrogen utjece na ekspresiju gena ukljucenih u desaturaciju i elongaciju masnih
kiselina. U ovarijektomiranih Stakora primjena 17B-estradiola povecala je jetrenu ekspresiju
A6-desaturaze te koncentraciju DHA u jetri i plazmatskim fosfolipidima (KITSON i sur., 2013).
Ti nalazi podupiru povezanost estrogena s ucinkovitijom endogenom biosintezom
dugolancanih n-3 PUFA i pruzaju jedno od moguc¢ih mehanistickih objasnjenja razlika izmedu

spolova.

Hormonalna regulacija metabolizma masnih kiselina ne ovisi samo o estrogenu.
Tijekom trudnoce u Zenki Stakora zabiljezeno je povecanje ekspresije A6-desaturaze povezano
s koncentracijom progesterona, $to moze pridonijeti ve¢oj raspolozivosti DHA u razdoblju
povecanih potreba za dugolanc¢anim PUFA (LEE i sur., 2016). Takve promjene pokazuju da se
metabolizam masnih kiselina mijenja 1 unutar istoga spola, ovisno o fizioloSkom 1

hormonalnom stanju.

Androgeni takoder sudjeluju u regulaciji lipidnog metabolizma. U eksperimentalnom
modelu gonadektomije promjene hormonalnog statusa bile su povezane s promjenama jetrenog
masnokiselinskog sastava, lipogeneze i B-oksidacije, §to potvrduje da spolne razlike u
metabolizmu masnih kiselina proizlaze iz slozenog djelovanja vise hormonalnih ¢imbenika, a

ne samo estrogena (STARCEVIC i sur., 2017).
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Spol moze utjecati 1 na odnos zasic¢enih i jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina.
MARKS i sur. (2013) povezali su razlike u jetrenom i plazmatskom sastavu SFA i MUFA s
razlikama u ekspresiji elongaze ELOVL6, dok promjene ekspresije SCD1 nisu u svim uvjetima
bile jednako izrazene. Takvi nalazi potvrduju da se spolno uvjetovane promjene
masnokiselinskog profila ne mogu pripisati djelovanju samo jednog enzima, ve¢ ih treba

promatrati kao rezultat medudjelovanja desaturacije, elongacije i drugih metabolic¢kih procesa.

IzraZenost spolnih razlika ovisi i o promatranom tkivu. CHILDS i sur. (2010) pokazali
su da na sastav PUFA u jetri 1 plazmi istodobno utjecu spol i sastav prehrambenih masti. U
tkivima u kojima je masnokiselinski sastav stroze reguliran, poput mozga, razlike izmedu
spolova mogu biti manje izrazene nego u jetri ili plazmi. Pri tumacenju spolnih razlika stoga je

potrebno uzeti u obzir tkivnu specifi¢nost metabolizma masnih kiselina.

Brojna istrazivanja upucuju na zastitnu ulogu Zenskog spola u razvoju metabolickih
poremecaja, osobito prije izraZenijih promjena povezanih sa starenjem 1 promjenom
hormonalnog statusa. Veca sposobnost pretvorbe ALA u dugolanc¢ane n-3 PUFA, povoljnija
raspodjela masnog tkiva te hormonska regulacija desaturacijskih i elongacijskih putova mogu
pridonijeti razlikama u metabolickom odgovoru izmedu spolova (BURDGE i CALDER, 2005;
CHILDS, 2020). Zenski spol stoga predstavlja vazan bioloski ¢imbenik koji moze djelovati
zastitno tijekom razvoja metabolickih poremecaja, pri ¢emu izrazenost tog ucinka ovisi o dobi,

hormonalnom statusu, prehrambenim uvjetima i promatranom tkivu.

2.9. Utjecaj dobi na metabolizam i sastav masnih kiselina

Dob je vazan bioloski ¢imbenik koji utjeCe na metabolizam masnih kiselina na vise
razina. Tijekom sazrijevanja i starenja mijenjaju se tjelesni sastav, hormonalni status, energetski
metabolizam, aktivnost desaturaza i1 elongaza te oksidacijsko opterecenje. Zbog toga
masnokiselinski sastav tkiva nije stalan tijekom zivota, nego odrazava medudjelovanje
biosinteze, raspodjele, oksidacije i dostupnosti pojedinih masnih kiselina (DINH 1 sur., 1993;

CHEN i sur., 2020).

Dobno uvjetovane promjene osobito su dobro opisane u metabolizmu viSestruko nezasic¢enih
masnih kiselina. DINH i sur. (1993) pokazali su da se aktivnost A5- i A6-desaturacijskih putova
u Stakora mijenja tijekom zivota, pri ¢emu se pojedini pokazatelji povecavaju tijekom rasta, a

zatim se u kasnijoj dobi smanjuju ili ponovno prilagodavaju. Takav obrazac potvrduje da se
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biokonverzija PUFA mijenja ovisno o zivotnom razdoblju i1 da rezultate dobivene u mladih

zivotinja nije opravdano neposredno prenijeti na starije jedinke.

Starenje je povezano i s promjenama regulacije gena ukljucenih u elongaciju
dugolanc¢anih masnih kiselina. Posebno se istice ELOVL2, ¢ija metilacija regulatornih podrucja
snazno korelira s kronoloskom dobi. Budu¢i da ELOVL2 sudjeluje u stvaranju vrlo
dugolancanih prekursora potrebnih za biosintezu DHA, promjene njegove ekspresije i
aktivnosti mogu pridonijeti dobno uvjetovanim promjenama sastava dugolancanih PUFA. U
eksperimentalnim modelima poremecena funkcija ELOVL2 povezana je sa smanjenom
dostupnos¢u DHA 1 ubrzanim promjenama mreznice povezanima sa starenjem (PAUTER i sur.,

2014; CHEN i sur., 2020).

Dob moze mijenjati i odgovor organizma na metaboli¢ko optere¢enje. U dugotrajnim
modelima metabolicke bolesti promjene u sastavu PUFA 1 aktivnosti desaturacijskih putova
mogu biti izraZenije u starijih Zivotinja, $to upucuje na smanjenu sposobnost odrzavanja
metabolicke homeostaze tijekom starenja. U starih Stakora s dugotrajnim streptozotocinskim
dijabetesom opisane su promjene metabolizma arahidonske i dokozaheksaenske kiseline te
pokazatelja A5-desaturacije (MASEK i sur., 2014). Takvi nalazi upuéuju na to da kroniéno
metaboli¢ko opterecenje i starenje mogu djelovati istodobno te dodatno mijenjati metabolizam

dugolanc¢anih masnih kiselina.

Promjene spolnih hormona tijekom starenja dodatno pridonose razlikama u
masnokiselinskom sastavu. Budu¢i da estrogeni i androgeni sudjeluju u regulaciji desaturacije
1 elongacije masnih kiselina, dobno uvjetovane promjene hormonalnog statusa mogu mijenjati
1 uCinkovitost biokonverzije esencijalnih prekursora u dugolan¢ane PUFA. Zbog toga se u¢inak
dobi ne moze uvijek u potpunosti odvojiti od u€inka spola, osobito u dugotrajnim istrazivanjima

koja obuhvacaju vise Zivotnih razdoblja (BURDGE i CALDER, 2005; CHILDS, 2020).

Na izrazenost dobnih promjena dodatno utjece sastav prehrane. Dostupnost linolne i a-
linolenske kiseline, koliina preformiranih dugolancanih PUFA te ukupno energetsko
opterecenje odreduju koli¢inu supstrata dostupnih desaturazama i elongazama. U Stakora je
pokazano da se u¢inak manjka n-3 masnih kiselina na A6-desaturacijski put mijenja s dobi, §to
potvrduje da se nutritivni 1 dobni c¢imbenici medusobno nadopunjuju u oblikovanju

masnokiselinskog profila (DINH i sur., 1993).

U dugotrajnim eksperimentalnim modelima dob stoga nije samo vremenska odrednica,

nego ¢imbenik koji moze mijenjati nafin na koji organizam odgovara na prehrambeno i
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metabolicko optere¢enje. Pri tumacenju promjena masnokiselinskog sastava 1 ekspresije gena
ukljucenih u njihovu biokonverziju potrebno je zato istodobno uzeti u obzir trajanje izlozenosti,

dob Zzivotinja i njihov hormonalni status.

2.10. Oksidacijski stres i lipidna peroksidacija

Reaktivne kisikove vrste nastaju kao sastavni dio normalnog stani¢nog metabolizma i u
fizioloSkim uvjetima sudjeluju u brojnim signalnim procesima. Njihova se koncentracija
odrzava ravnotezom izmedu nastanka i djelovanja antioksidacijskih obrambenih sustava.
Oksidacijski stres razvija se kada stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta premasi sposobnost
stanice da ih ucinkovito ukloni ili neutralizira. Medu vaznim stani¢nim izvorima reaktivnih
kisikovih vrsta nalaze se mitohondriji, NADPH-oksidaze i peroksisomi (AYALA i sur., 2014;
TONELLI i sur., 2018).

U metabolickom sindromu povecano oksidacijsko optereéenje povezano je s
poremecajem metabolizma glukoze 1 lipida. Hiperglikemija 1 pove¢ana dostupnost slobodnih
masnih kiselina mogu promijeniti stani¢nu redoks-ravnotezu, povecati stvaranje reaktivnih
kisikovih vrsta i dodatno opteretiti antioksidacijske sustave. Aktivacija NAD(P)H-oksidaze
jedan je od mehanizama kojima visoke koncentracije glukoze i masnih kiselina mogu
pridonijeti pove¢anom stvaranju ROS-a (INOGUCHI 1 sur., 2000). Medusobna povezanost
nakupljanja masnog tkiva, povecanog stvaranja reaktivnih kisikovih vrsta, poremecene
antioksidacijske zastite, lipidne peroksidacije i razvoja inzulinske rezistencije prikazana je na

slici 4.

24



adipocita reaktivnih kisikovih peroksidacija lipidne peroksidacije posljedice
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Poveéana koli¢ina i veli¢ina Disfunkcija mitohondrija ROS pokre¢u oksidaciju Nastaju reaktivni aldehidi Poremecaj upalne signalizacije,
masnog tkiva. i aktivacija oksidaza nezasic¢enih masnih (4-HNE) i MDA koji ostecuju inzulinske osjetljivosti i pove¢an
dovode do povecane kiselina u membranama. proteine, lipide i DNA. kardiometabolicki rizik.

produkcije ROS.

ROS - reaktivne kisikove vrste; 4-HNE - 4-hidroksi-2-nonenal; MDA - malondialdehid; TNF-a - ¢imbenik nekroze tumora a; IL-6 - interleukin-6.

Slika 4. Povezanost nakupljanja masnog tkiva s oksidacijskim stresom, lipidnom
peroksidacijom i razvojem inzulinske rezistencije (prilagodeno prema PILLON i SOULAGE,
2012).

Posebno vazna posljedica oksidacijskog stresa jest lipidna peroksidacija. Taj proces
zapocinje oduzimanjem vodikova atoma iz viSestruko nezasi¢ene masne kiseline 1 nastankom
lipidnog radikala. Reakcijom s molekularnim kisikom nastaje lipidni peroksilni radikal, koji
moze reagirati sa susjednim masnim kiselinama 1 tako odrzavati lancanu reakciju. Osjetljivost
masnih kiselina na peroksidaciju raste s brojem dvostrukih veza, zbog Cega su visestruko

nezasi¢ene masne kiseline osobito podlozne oksidacijskom oste¢enju (AYALA i sur., 2014).

Lancani tijek lipidne peroksidacije i nastanak njezinih sekundarnih produkata, medu

kojima je 1 malondialdehid, prikazani su na slici 5.
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Slika 5. Shematski prikaz lipidne peroksidacije

Primarni lipidni hidroperoksidi relativno su nestabilni i razgraduju se u niz sekundarnih
produkata, medu kojima je malondialdehid (MDA) jedan od naj¢es¢e odredivanih pokazatelja
lipidne peroksidacije. MDA mozZe reagirati s proteinima i nukleinskim kiselinama te time
dodatno pridonijeti stani¢nom oSte¢enju. Njegova se koncentracija ¢esto odreduje metodama
temeljenima na reakciji s tiobarbiturnom kiselinom, pri ¢emu je pri interpretaciji rezultata

potrebno uzeti u obzir ogranic¢enu specificnost TBARS metode (AYALA i sur., 2014).

Promjene koncentracije MDA potrebno je tumaciti zajedno s masnokiselinskim
sastavom tkiva. Tkiva s ve¢im udjelom PUFA sadrzavaju viSe supstrata osjetljivih na
peroksidaciju, ali istodobno smanjenje udjela pojedinih PUFA i pove¢anje MDA ne dokazuju
da je oksidacija jedini uzrok promjene masnokiselinskog profila. Na udio pojedinih masnih
kiselina istodobno utjecu njihova biosinteza, elongacija, desaturacija, oksidacija i raspodjela

medu razli¢itim lipidnim frakcijama (AYALA 1 sur., 2014).

Vaznu ulogu u stani¢noj obrani od oksidacijskog opterecenja ima transkripcijski
¢imbenik NRF2, kodiran genom Nfe2/2. Aktivacijom NRF2 potice se ekspresija niza
citoprotektivnih i antioksidacijskih gena koji sudjeluju u odrzavanju stani¢ne redoks-ravnoteze.
Medutim, ekspresija Nfe2l2 mRNA ne odrazava nuzno koli¢inu ili transkripcijsku aktivnost
NRF?2 proteina, zbog ¢ega se ta dva pokazatelja pri tumacenju rezultata ne mogu izjednaciti

(TONELLI i sur., 2018).
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Oksidacijski 1 upalni odgovor medusobno su usko povezani. Reaktivne kisikove vrste i
produkti lipidne peroksidacije mogu aktivirati proupalne signalne putove, dok aktivirane
imunoloske stanice istodobno mogu povecati stvaranje reaktivnih spojeva. Takva dvosmjerna
povezanost pridonosi odrzavanju kroni¢ne upale niskog stupnja koja prati metabolicki sindrom

(AYALA i sur., 2014; ROCHLANI i sur., 2017).

TNF-a pritom moze dodatno narusiti inzulinsku osjetljivost i regulaciju lipolize, dok
TGF-B sudjeluje u remodeliranju izvanstanicnog matriksa i profibroticnoj signalizaciji.
Povecana ekspresija Tgf-f moze stoga upucivati na aktivaciju profibroticnih mehanizama, ali
sama po sebi ne predstavlja dokaz prisutnosti fibroze (DOOLEY i TEN DIJKE, 2012;
ROBERTS i sur., 2013).

U dugotrajnim metaboli¢kim poremecajima oksidacijsko optere¢enje moze se postupno
pojacavati, dok sposobnost antioksidacijskih sustava za prilagodbu moze s vremenom postati
nedostatna. Zbog toga je u kroni¢nim eksperimentalnim modelima vazno razlikovati rani
adaptivni odgovor od promjena koje se razvijaju nakon dugotrajne izlozenosti metabolickom
optere¢enju. Takav pristup posebno je vazan u istrazivanjima koja ukljucuju vise vremenskih

to¢aka 1 omogucuju pracenje progresije oksidacijskih promjena.

27



3. OBRAZLOZENJE TEME

Dugotrajan unos hrane i napitaka s visokim udjelom jednostavnih Seéera povezan je s
razvojem metaboli¢kog sindroma, inzulinske rezistencije, poremec¢aja metabolizma lipida,
oksidacijskog stresa i1 kronicne upale niskog stupnja. Pritom dolazi i do promjena
masnokiselinskog sastava jetre te ekspresije gena ukljucenih u desaturaciju masnih kiselina. Na
intenzitet 1 tijek tih promjena mogu utjecati spol i sastav prehrane.

U ovom istrazivanju ispitan je u¢inak dugotrajnog unosa 30 % saharoze u vodi za pice
na metabolicke pokazatelje, masnokiselinski sastav jetre, lipidnu peroksidaciju te ekspresiju
gena uklju¢enih u metabolizam masnih kiselina i upalni odgovor u muzjaka i zenki Stakora.
Istodobno je ispitan ucinak hrane smanjene energetske vrijednosti s poveéanim udjelom
vlakana na razvoj 1 progresiju metabolickih poremecaja tijekom 1, 12 i 24 mjeseca.

Iako su ucinci visokog unosa jednostavnih Secera na razvoj metabolickog sindroma
dobro opisani, manje je poznato kako se tijekom dugotrajne izloZenosti istodobno mijenjaju
metabolizam i desaturacija masnih kiselina, oksidacijski stres i upalni odgovor te u kojoj mjeri
na tijek tih promjena utjecu spol i energetska vrijednost prehrane s pove¢anim udjelom vlakana.
Posebno nedostaju podaci iz dugotrajnih pokusnih modela koji omoguéuju usporedbu ranih,
srednjih 1 kasnih faza razvoja metabolickih poremecaja u oba spola. Stoga je ovo istraZivanje
osmisljeno kako bi se navedeni procesi pratili tijekom 1, 12 1 24 mjeseca te kako bi se utvrdilo
mogu li Zenski spol 1 prehrana smanjene energetske vrijednosti s pove¢anim udjelom vlakana
ublaziti razvoj 1 progresiju kroni€nog metaboli¢kog sindroma.

Ciljevi istraZivanja
1. Utvrditi koje promjene u lipogenezi 1 kroni¢noj upali izaziva saharozom inducirani
metaboli¢ki sindrom te kako se promjene mijenjaju kroz vrijeme.
2. Istraziti ima li Zenski spol zastitnu ulogu u nastanku i progresiji metabolickog sindroma.
3. Istraziti ima li unos hrane smanjene energetske vrijednosti pozitivan u¢inak na razvoj i
progresiju metabolickog sindroma.

Hipoteza

Unos hrane smanjene energetske vrijednosti i spol imaju zastitni u¢inak na patoloske
molekularne mehanizme u metabolickom sindromu §to ima znatne implikacije za uspjesSnost

prevencije i lijeCenje kroni¢nog metabolickog sindroma.
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4. MATERIJALI Il METODE

4.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na ukupno 120 Wistar Han Stakora, 60 muZzjaka i 60 zenki, u
Jedinici za laboratorijske zivotinje Instituta za medicinska istrazivanja i medicinu rada u
Zagrebu. Eksperimentalne protokole odobrila je Uprava za veterinarstvo Ministarstva
poljoprivrede Republike Hrvatske (ovlastenje EP 410/2023). Zivotinje su bile smjestene u
polikarbonatnim kavezima, uz svjetlosni rezim od 12 sati svjetla i 12 sati mraka te temperaturu
od 20 °C. Podijeljene su prema hranidbenom tretmanu i spolu, a pristup hrani i vodi bio je
neograniéen (ad libitum) tijekom cijelog eksperimentalnog razdoblja. Stakori su vagani
jedanput tjedno elektroni¢kom vagom PLS 1200-3A (Kern & Sohn, Balingen, Njemacka), a
koncentracija glukoze nataSte, nakon 12-satnog posta, odredivana je u uzorku krvi iz repne

vene.

4.2. Hranidbeni tretman

Nakon dva tjedna aklimatizacije, tijekom kojeg su sve Zivotinje primale kontrolnu
hranu, Zivotinje su nasumicno rasporedene u Cetiri hranidbene skupine prema hranidbenom
tretmanu 1 spolu. Kontrolna skupina (CON) hranjena je standardnom hranom i dobivala je
obi¢nu vodu. Skupina LC hranjena je hranom smanjene energetske vrijednosti s pove¢anim
udjelom vlakana i dobivala je obi¢nu vodu. Skupina LC-HS hranjena je hranom smanjene
energetske vrijednosti s pove¢anim udjelom vlakana te je u vodi za pice primala 30 % saharoze,
dok je skupina HS hranjena standardnom hranom 1 u vodi za pice primala 30 % saharoze.

Svaka hranidbena skupina ukljucivala je zivotinje oba spola. U svakoj kombinaciji
hranidbene skupine, spola i vremena Zrtvovanja bilo je pet Zivotinja (n = 5). Zivotinje su

zrtvovane nakon 1., 12. i 24. mjeseca hranidbenog tretmana.
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2 tjedna aklimatizacije — sve Zivotinje na CON prehrani

nasumic¢na podjela u skupine

£ CON skupina CON

£ LC skupina LC prehrana

£ LC-HS skupina LC prehrana + 30 % saharoze u vodi

£ HS skupina CON + 30 % saharoze u vodi
pocetak hranidbenih tretmana vrijeme Zrtvovanja (mjeseci)

I [
12, 24.

Slika 6. Shematski prikaz podjele Zivotinja prema hranidbenom tretmanu, spolu i vremenu

Zrtvovanja

Sastav 1 nutritivne vrijednosti koriStene hranidbene smjese odredeni su u suradnji sa

Zavodom za dijetetiku i1 prehranu zZivotinja Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu te su

prikazani u tablici 1.

Tablica 1. Kemijski sastav i sastav masnih kiselina pokusne hrane

Kemijski sastav (%), osim gdje

Hrana niZe energetske

je drugacije navedeno Kontrolna hrana (CON) vrijednosti (LC)
Sirove bjelancevine 20,2 14,3
Sirova mast 49 5,15
Sirova vlaknina 4,9 19,8
Sirovi pepeo 6,7 11,8
Lizin 1,2 0,87
Metionin 0,4 0,36
Metabolicka energija (MJ/kg) 12,5 12,1

4.3. Uzimanje uzoraka

Zivotinje su Zrtvovane u tri vremenske tocke: nakon 1., 12. 1 24. mjeseca istrazivanja. U

svakoj vremenskoj tocki Zrtvovano je pet zivotinja iz svake hranidbene skupine za svaki spol

(n = 5). Zivotinjama je 12 sati prije Zrtvovanja uskra¢ena hrana, uz slobodan pristup vodi.
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Stakori su prije Zrtvovanja izvagani te im je izmjerena razina glukoze u krvi. Zivotinje su
usmréene src¢anom punkcijom u dubokoj anesteziji, koja je postignuta koktelom
anestetika ketamina 80 mg/kg (Narketan, 100 mg/mL, Vetoquinol, Bern, Switzerland)
1 ksilazina 12 mg/kg (Xylapan, 20 mg/mL, Vetoquinol, Bern, Switzerland).

U epruvete bez antikoagulansa prikupljena je krv za biokemijske pretrage kako bi se
dobio uzorak seruma. Krv je centrifugirana 10 minuta na 3000 okretaja u minuti (engl.
revolution per minute, rpm) (Boeco U-320R, Njemacka), serum je odvojen od krvnih stanica i
pohranjen na -80 °C do analiza. Nakon zrtvovanja uzeti su uzorci tkiva jetre, izvagani i

pohranjeni na -80 °C do daljnjih analiza.

4.4. Odredivanje koncentracije inzulina u serumu

Koncentracija inzulina u serumu odredena je ELISA metodom (engl. Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) uporabom komercijalnog kompleta namijenjenog odredivanju
Stakorskog inzulina (Rat Insulin ELISA, Mercodia, Uppsala, Svedska). U jaZice mikrotitarske
ploCe obloZene monoklonskim protutijelima specificnima za inzulin pipetirano je 10 pL
standarda ili uzorka. Za izradu bazdarnog pravca koristeni su standardi koncentracija 0,148;

0,408; 1,06; 3,09 5,52 pg/L.

Nakon dodavanja 100 pL monoklonskog protutijela konjugiranog s peroksidazom hrena
(HRP, engl. horseradish peroxidase), ploca je inkubirana 120 minuta pri sobnoj temperaturi.
Po zavrSetku inkubacije jazice su isprane Sest puta sa 700 pL otopine za ispiranje, nakon ¢ega
je dodano 200 puLL kromogenog supstrata. Reakcija je tijekom 15 minuta provedena pri sobnoj

temperaturi u mraku, a zatim zaustavljena dodatkom 50 pL otopine za zaustavljanje reakcije.

Apsorbancija je o€itana pri 450 nm na spektrofotometru Bio-Tek uQuant Universal
Microplate Spectrophotometer (SAD). Koncentracija inzulina u uzorcima izraCunata je iz

bazdarnog pravca standarda poznatih koncentracija 1 izrazena u mU/L.
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4.5. Homeostatski model procjene inzulinske rezistencije (HOMA-IR) i kvantitativni

indeks provjere osjetljivosti na inzulin (QUICKI)

Inzulinska rezistencija procijenjena je pomo¢u HOMA-IR indeksa iz koncentracija

glukoze i1 inzulina nataSte (MATTHEWS i sur., 1985):

HOMA-IR = koncentracija inzulina (uU/mL) x koncentracija glukoze (mmol/L) /22,5

Osjetljivost na inzulin dodatno je procijenjena QUICKI indeksom prema jednadzbi

(KATZ i sur., 2000):

QUICKI =1/ [log(inzulin (pU/mL)) + log(glukoza (mg/dL))]

4.6. Odredivanje masnokiselinskog sastava tkiva jetre

Lipidi iz tkiva jetre ekstrahirani su smjesom kloroforma i metanola (2:1, v/v) prema
metodi Folcha i sur. (1957). Metilni esteri masnih kiselina pripravljeni su primjenom KOH u
metanolu (STARCEVIC i sur., 2019). Pripremljeni uzorci analizirani su plinskom
kromatografijom s masenim detektorom (GC-MS; QP2010 Ultra, Shimadzu, Kyoto, Japan) na
kapilarnoj koloni BPX70 (30 m % 0,25 mm; debljina filma 0,25 pm, SGE, Austin, TX, SAD).

Helij je koriSten kao plin nosilac. Volumen injektiranja iznosio je 1 pL, omjer
razdvajanja 1:80, temperatura injektora 250 °C, a linearna brzina protoka 35 cm/s. Pocetna
temperatura pecnice iznosila je 150 °C 1 zadrzana je 1 minutu, zatim je povecavana brzinom 1
°C/min do 180 °C uz zadrZavanje 2 minute te potom brzinom 5 °C/min do 220 °C. Masene

spektralne analize provedene su u scan nacinu rada.

Identifikacija i kvantifikacija masnih kiselina provedene su na temelju retencijskih
vremena 1 povrSina pikova, uz standardnu smjesu 37 Component FAME Mix (Supelco,

Bellefonte, PA, SAD) i interne standarde metil-trikozanoat (C23:0) i 1,2-dinonadekanoil-sn-
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glicero-3-fosfokolin (19:0 PC) (QUIDEAU i sur., 2016) (Slika 7, Slika 8). Rezultati su izraZzeni

kao postotak pojedine masne kiseline u ukupno odredenim masnim kiselinama.
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Slika 7. Kromatogram standardne smjese 37 metilnih estera masnih kiselina (FAME;

Supelco, Bellfonte, PA, USA) upotrijebljen za identifikaciju masnih kiselina
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Slika 8. Reprezentativni kromatogram masnih kiselina sadrZanih u tkivu jetre
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4.7. Odredivanje malondialdehida (MDA)

Koncentracija malondialdehida (MDA) u serumu i tkivu jetre odredena je metodom
tekucinske kromatografije visoke ucinkovitosti (HPLC) na uredaju Shimadzu LC2010CHT
(Shimadzu, Japan) s UV-Vis detektorom pri 532 nm 1 kolonom InertSustain C-18 (4,6 x 150
mm; 5 pm; GL Sciences Inc., Japan). Metoda se temelji na reakciji MDA s tiobarbiturnom
kiselinom (TBA), pri ¢emu nastaje obojeni TBA-MDA adukt koji se kromatografski odvaja i
kvantificira (GROTTO i sur., 2007; STARCEVIC i sur., 2018). Za izradu kalibracijske krivulje
koriSten je tetraetoksipropan (TEP; 1,1,3,3-tetracthoxypropane, >96 %, Sigma-Aldrich,
Njemacka) kao prekursor MDA. Pocetna standardna otopina pripremljena je dodavanjem 50
puL 4 M TEP-a u 50 mL etanola HPLC kakvoce (>99,8 %, Sigma-Aldrich, Njemacka), a radne
standardne otopine koncentracija 0,96; 4,8; 9,6; 20 1 40 uM pripremane su svjeze neposredno
prije analize. Uzorci tkiva jetre nakon odmrzavanja homogenizirani su ruénim
homogenizatorom (Polytron, Kinematica GmbH, Luzern, Svicarska). U 150 mg
homogeniziranog tkiva dodano je 50 pL vode HPLC kakvoce i 50 pL. 3 N NaOH, nakon cega
je uzorak mijeSan na vrtloZnoj mijeSalici 1 minutu 1 inkubiran 30 minuta pri 60 °C. Nakon
alkalne hidrolize provedena je derivatizacija s 0,8 %-tnom TBA prema primijenjenom
protokolu, uz inkubaciju 45 minuta pri 90 °C. Nakon hladenja dodano je 250 pL metanola 1 100
pL 10 %-tnog natrijeva dodecil-sulfata, uzorci su ponovno promijesani te centrifugirani 10
minuta pri 3600 x g. Dobiveni supernatant prenesen je u kromatografske viale 1 analiziran pri
niZe navedenim kromatografskim uvjetima.

Uvjeti kromatografske analize (kolona, mobilna faza, protok, detekcijska valna duljina

1 volumen injekcije) prikazani su u tablici 2.

Tablica 2. Uvjeti tijekom mjerenja na kromatografu (STARCEVIC i sur., 2015.)

Parametar Specifikacija
Kromatograf HPLC sustav Shimadzu LC2010CHT
Detektor UV-Vis, 532 nm
InertSustain C18 (4.6 x 150 mm, 5 pm; GL Sciences Inc.,
Kolona
Japan)

50 mM KH:POs (u destiliranoj vodi, HPLC grade)

Mobilna faza metanol (HPLC grade, >99.9%) = 50:50 (v/v)

Protok mobilne faze 1 mL/min
Injekcijski volumen 20 uL
Temperatura kolone 37°C
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Preklopljeni kromatogrami standarada MDA 1 reprezentativni kromatogram prikazani

su na slici 9.

,,,,,, Koncentracije MDA
1. 0,96 yM
‘‘‘‘‘ 2. 48uM
3. 9.6 uM
4. 20 M
5. 40 yM

Slika 9. A) Preklopljeni kromatogrami standarda malondialdehida (MDA) koriSteni za
izradu kalibracijske krivulje i B) reprezentativni kromatogram koncentracije MDA, odredene

metodom tvari koje reagiraju s tiobarbiturnom kiselinom (TBARS) u tkivu jetre

4.8. Odredivanje ekspresije gena

4.8.1. I1zolacija ukupne RNA

Ukupna RNA izolirana je iz 30 mg tkiva jetre pomocu komercijalno dostupnog
kompleta SV Total RNA Isolation System (Promega GmbH, Mannheim, Njemacka), prema
uputama proizvodaca.

Koncentracija i Cisto¢a izolirane RNA odredene su spektrofotometrijski na uredaju

BioDrop pLITE (Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo).
4.8.2. Reverzna transkripcija i kvantitativni PCR

RNA je razrijedena (50 pg) i podvrgnuta je reverznoj transkripciji i kvantitativnom
PCR-u u jednom koraku pomoc¢u kompleta One Step TB Green PrimeScript RT-PCR Kit II

(TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan) na uredaju Stratagene MxPro3005 (Agilent Technologies,
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SAD). Reakcijom RT-qPCR analizirana je ekspresija gena od interesa ¢ije su pocetnice

prikazane u tablici 3.

Tablica 3. Pocetnice koristene u RT-qPCR analizi

Gen Uzlazne (5'-3') pocetnice Silazne (5'-3') pocetnice
Fadsl (ASD) TGGAGAGCAACTGGTTTGTG GTTGAAGGCTGACTGGTGAA
Fads2 (A6D) TGTCCACAAGTTTGTCATTG ACACGTGCAGGCTCTTTATG
Scdl (A9D) ACATTCAATCTCGGGAGAAA CCATGCAGTCGATGAAGAAC
Tef-p AATACGTCAGACATTCGGGAAGCA TCAATGTACAGCTGCCGTAC
Tnf-a ACTGAACTTCGGGGTGATTG GCTTGGTGGTTTGCTACGAC
Nfe2l2 CACATCCAGACAGACACCAGT CTACAAATGGGAATGTCTCTGC
B-aktin ACTATTGGCAACGAGCGGTT TGTCAGCAATGCCTGGGTACA
ciklofilin CTTCTTGCTGGTCTTGCCATTCCT GGATGGCAAGCATGTGGTCTTTG

Sve Ct-vrijednosti dobivene u kvantitativnoj PCR reakciji upotrijebljene su za
izracunavanje relativne promjene ekspresije cDNA gena od interesa pokusnih skupina u odnosu
na kontrolnu skupinu. Metodom AACt (2"22¢Y) analizirana je i kvantificirana ekspresija gena,
prema genu za normalizaciju (engl. housekeeping gene, f-aktinu i ciklofilinu), te je
pomocu AACt-vrijednosti izraunat faktor promjene ekspresije gena (engl. fold change).

Ekspresija je izracunata prema formuli:

AACt = (CT ciljni gen P- CT gen za normalizaciju P) = (CT ciljni gen K- CT gen za normalizaciju K)

K — kontrolna skupina; P — pokusna skupina

Pomocu izracunate AACt-vrijednosti izracunati je faktor promjene (engl. fold change)

ekspresije gena od interesa u odnosu na kontrolnu skupinu prema formuli:

2-AACt

Relativna promjena =

Dobiveni broj oznacava koliko je puta ekspresija mRNA gena od interesa pokusne

skupine veca ili manja u odnosu na kontrolnu skupinu.
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4.9. Statisticka analiza

Rezultati su analizirani pomocu programa GraphPad Prism 8. Podaci su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna devijacija (SD) (n = 5 po skupini). Sva mjerenja provedena su
u triplikatu. Statisticke analize provedene su odvojeno za muzjake i zenke. Razlike izmedu
hranidbenih skupina analizirane su analizom varijance (ANOVA) uz Tukeyjev post hoc test.
Ucinci hranidbenog tretmana, spola i vremena te njihove interakcije procijenjeni su
faktorijskom analizom varijance. Razlike su smatrane statisticki znacajnima pri p < 0,05. Za
procjenu ukupnog obrasca masnokiselinskog profila nakon 24 mjeseca dodatno je primijenjena
sPLS-DA analiza. U model su ukljucene zbirne i pojedina¢ne masnokiselinske varijable.
Oznaka ,,n6” predstavlja ukupni zbroj analiziranih n-6 masnih kiselina, ukljucujué¢i linolnu
kiselinu (C18:2n-6), dok ,,n6 PUFA” predstavlja ukupnu skupinu analiziranih n-6 visestruko

nezasi¢enih masnih kiselina.
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5. REZULTATI

5.1. Pokazatelji kroni¢énog metaboli¢kog sindroma

Na slici 10 prikazane su promjene tjelesne mase i koncentracije glukoze u muzjaka i
zenki tijekom 1., 12. 1 24. mjeseca hranidbenog tretmana te vrijednosti HOMA-IR 1 QUICKI
nakon 24 mjeseca istrazivanja.

Porast tjelesne mase razlikovao se izmedu hranidbenih tretmana i spolova. U muZjaka
je skupina HS-M pokazala izrazeniji porast tjelesne mase, pa je nakon 12 mjeseci masa bila
veéa u odnosu na CON-M (P < 0,05), a razlika je ostala prisutna i nakon 24 mjeseca (P < 0,05;
Slika 10A). Nasuprot tome, porast tjelesne mase u skupini LC-M bio je blazi, zbog Cega je
nakon 24 mjeseca tjelesna masa bila manja u odnosu na CON-M (P < 0,05). U skupini LC-HS-
M nije utvrdena statisticki znacajna razlika u odnosu na kontrolnu skupinu. U Zenki je takoder
zabiljezen razliCit intenzitet porasta tjelesne mase izmedu tretmana. Skupina HS-F pokazala je
1zraZeniji porast, s ve¢om tjelesnom masom nakon 24 mjeseca u odnosu na CON-F (P < 0,05),
dok je u skupini LC-F porast bio manyji te je tjelesna masa nakon 24 mjeseca bila niza od CON-
F (P <0,05; Slika 10B). U skupini LC-HS-F nije utvrdena statisti¢ki znacajna razlika u odnosu
na CON-F.

Koncentracija glukoze pokazivala je izraZenije promjene u skupinama koje su primale
saharozu. U muZzjaka je nakon 12 mjeseci visa koncentracija glukoze utvrdena u skupini HS-M
u odnosu na CON-M (P < 0,05), dok su nakon 24 mjeseca viSe vrijednosti zabiljeZene u
skupinama HS-M 1 LC-HS-M (P < 0,05; Slika 10C). U zenki su vise koncentracije glukoze u
skupinama HS-F 1 LC-HS-F bile prisutne ve¢ nakon 12 mjeseci, a razlike su se zadrzale i nakon
24 mjeseca (P < 0,05; Slika 10D). U skupinama LC-M i LC-F nisu utvrdene statisti¢ki znacajne
razlike u koncentraciji glukoze u odnosu na odgovarajuée kontrolne skupine.

Nakon 24 mjeseca vrijednostt HOMA-IR bile su viSe u skupinama izlozenima saharozi
u oba spola. U muzjaka su vise vrijednosti utvrdene u skupinama HS-M i1 LC-HS-M, a u Zenki
u skupinama HS-F i LC-HS-F u odnosu na odgovarajuc¢e kontrolne skupine (P < 0,05; Slika
10E). Vrijednosti HOMA-IR u skupinama LC-M i LC-F nisu se statisti¢ki znacajno razlikovale
od kontrolnih skupina.

Suprotan obrazac utvrden je za QUICKI. U muzjaka su vrijednosti bile nize u

skupinama HS-M i LC-HS-M (P < 0,05), a u zenki u skupinama HS-F i LC-HS-F u odnosu na
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odgovarajuce kontrolne skupine (P < 0,05; Slika 10F). U skupinama LC-M i LC-F vrijednosti
QUICKI nisu se statisticki znacajno razlikovale od CON-M odnosno CON-F.
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800
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Slika 10. Utjecaj spola i1 hranidbenih tretmana na pokazatelje kroni¢nog metabolickog

sindroma u Stakora. Prikazane su tjelesna masa muzjaka (A) i Zenki (B), koncentracija

glukoze u serumu muZzjaka (C) 1 Zenki (D) nakon 1., 12. 1 24. mjeseca hranidbenog tretmana

te vrijednosti HOMA-IR (E) i QUICKI (F) nakon 24 mjeseca istrazivanja. Rezultati su

prikazani kao srednja vrijednost + SD. *P < 0,05 u odnosu na odgovarajucu kontrolnu

skupinu.
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5.2. U¢inak prehrane smanjene energetske vrijednosti obogacene vlaknima na

metabolizam lipida

5.2.1. Utjecaj hranidbenih tretmana na sastav zasi¢enih masnih Kiselina u jetri

Na slici 11 prikazani su udjeli ukupnih zasi¢enih masnih kiselina (SFA), palmitinske
kiseline (C16:0) i stearinske kiseline (C18:0) u jetri muzjaka i Zenki nakon 1., 12. i 24. mjeseca
hranidbenog tretmana.

Hrana smanjene energetske vrijednosti (LC) bila je povezana s ve¢im ukupnim udjelom
SFA u oba spola nakon 12 mjeseci (P < 0,05; Slika 11A, B). Nakon 24 mjeseca veci udio SFA
u odnosu na kontrolnu skupinu zadrzao se samo u muzjaka skupine LC-M (P < 0,05; Slika
11A). U skupinama izlozenima saharozi ukupni udio SFA bio je manji. U muzjaka skupine HS-
M znacajno smanjenje zabiljeZeno je nakon 24 mjeseca (P < 0,05; Slika 11A), dok su u Zenki
skupine HS-F i LC-HS-F imale nize vrijednosti u odnosu na CON-F nakon 12 i 24 mjeseca (P
<0,05; Slika 11B).

Udio palmitinske kiseline (C16:0) pokazivao je razli¢ite promjene ovisno o spolu i
hranidbenom tretmanu. U Zenki je nakon 12 mjeseci u skupini LC-F udio C16:0 bio ve¢i nego
u CON-F (P < 0,05; Slika 11D), dok nakon 24 mjeseca nisu utvrdene statisticki znacajne
razlike. U muzjaka su nakon 12 mjeseci vece vrijednosti zabiljeZene u skupinama HS-M 1 LC-
HS-M (P <0,001; Slika 11C). Nakon 24 mjeseca ve¢i udio C16:0 utvrden je 1 u skupini LC-M,
uz skupine HS-M i LC-HS-M (P < 0,001; Slika 11C).

Udio stearinske kiseline (C18:0) bio je niZi u skupinama izloZenima saharozi u oba
spola. U muzjaka je nakon 12 mjeseci udio C18:0 bio niZi u skupinama HS-M (P <0,01) 1 LC-
HS-M (P < 0,05) u odnosu na CON-M, a razlika je u obje skupine ostala prisutna i nakon 24
mjeseca (P <0,01; Slika 11E). U Zenki je nakon 12 mjeseci niZi udio C18:0 zabiljezen u skupini
HS-F (P <0,05; Slika 11F). Nakon 24 mjeseca niZe vrijednosti u odnosu na CON-F utvrdene
su u skupinama LC-F (P < 0,05), HS-F (P <0,001) i LC-HS-F (P < 0,05; Slika 11F).
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Slika 11. Utjecaj hranidbenih tretmana na udio zasi¢enih masnih kiselina u jetri muzjaka i
zenki. Prikazani su ukupni udio zasi¢enih masnih kiselina (SFA) u muZjaka (A) i1 Zenki (B),
udio palmitinske kiseline (C16:0) u muzjaka (C) i zenki (D) te udio stearinske kiseline
(C18:0) u muzjaka (E) i Zenki (F) nakon 1., 12. i 24. mjeseca hranidbenog tretmana. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost + SD (n =5). * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 u

odnosu na odgovarajucu kontrolnu skupinu.
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5.2.2. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na sastav jednostruko nezasi¢enih masnih

kiselina u jetri

Nasslici 12 prikazani su ukupni udjeli jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina (MUFA)
te udjeli palmitoleinske (C16:1n-7) i oleinske kiseline (C18:1n-9) u jetri muzjaka i zenki nakon
1., 12.124. mjeseca hranidbenog tretmana.

Tijekom prvog mjeseca nisu utvrdene statisticki znaCajne razlike u ukupnom udjelu
MUFA izmedu hranidbenih skupina. Nakon 12 mjeseci razlike su bile izrazene u oba spola. U
muzjaka je ukupni udio MUFA bio nizi u skupini LC-M (P < 0,05), a visi u skupinama HS-M
(P<0,001)i LC-HS-M (P <0,01) u odnosu na CON-M (Slika 12A). U Zenki su vise vrijednosti
zabiljezene u skupinama LC-F (P <0,01), HS-F (P <0,001) i LC-HS-F (P <0,01) u odnosu na
CON-F (Slika 12B). Nakon 24 mjeseca ukupni udio MUFA ostao je visi u skupinama HS-M
(P <0,001) i LC-HS-M (P < 0,01) u muzjaka te u skupinama LC-F (P < 0,01), HS-F (P <
0,001) i LC-HS-F (P < 0,01) u Zenki.

Palmitoleinska kiselina (C16:1n-7) pokazala je porast udjela ponajprije u skupinama
koje su primale saharozu. U muzjaka su nakon 12 mjeseci viSe vrijednosti utvrdene u
skupinama HS-M (P < 0,001) i1 LC-HS-M (P < 0,01), a razlike su ostale prisutne 1 nakon 24
mjeseca (P <0,001; Slika 12C). U Zenki je porast udjela C16:1n-7 zabiljezen i u skupini LC-F.
Nakon 12 mjeseci vise vrijednosti utvrdene su u LC-F i HS-F (P <0,01) te LC-HS-F (P <0,05),
a nakon 24 mjeseca u LC-F (P < 0,05), HS-F i LC-HS-F (P <0,01; Slika 12D).

Udio oleinske kiseline (C18:1n-9) bio je ve¢i u skupinama koje su primale saharozu u
oba spola. U muzjaka su nakon 12 mjeseci vise vrijednosti utvrdene u skupinama HS-M 1 LC-
HS-M (P <0,05), a razlike su ostale prisutne i nakon 24 mjeseca (P < 0,01; Slika 12E). U Zenki
su nakon 12 mjeseci vise vrijednosti zabiljezene u skupinama LC-F, HS-F i LC-HS-F (P <
0,05). Nakon 24 mjeseca ve¢i udio C18:1n-9 ostao je prisutan u skupinama LC-F (P < 0,05),
HS-F (P <0,001) i LC-HS-F (P < 0,05) u odnosu na CON-F (Slika 12F).
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Slika 12. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na udio jednostruko nezasi¢enih masnih

kiselina u jetri. Prikazani su ukupni udio jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) u

muZjaka (A) 1 Zenki (B), udio palmitoleinske kiseline (C16:1n-7) u muzjaka (C) 1 zenki (D) te
udio oleinske kiseline (C18:1n-9) u muzjaka (E) i Zenki (F) nakon 1., 12. i 24. mjeseca

hranidbenog tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD. * P <0,05; ** P <

0,01; *** P<0,001 u odnosu na kontrolnu skupinu.
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5.2.3. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na sastav n-6 viSestruko nezasi¢enih masnih
kiselina u jetri

Na slici 13 prikazani su ukupni udjeli n-6 visestruko nezasi¢enih masnih kiselina (n-6
PUFA) te udjeli linolne kiseline (C18:2n-6), dihomo-y-linolenske kiseline (DGLA; C20:3n-6)
1 arahidonske kiseline (C20:4n-6) u jetri muzjaka i Zenki nakon 1., 12. i 24. mjeseca
hranidbenog tretmana.

Tijekom prvog mjeseca nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u ukupnom udjelu n-
6 PUFA izmedu hranidbenih skupina. Nakon 12 mjeseci u muzjaka su niZe vrijednosti utvrdene
u skupinama HS-M (P < 0,01) i LC-HS-M (P < 0,05), dok se LC-M nije razlikovao od CON-
M (Slika 13A). U zenki su u istoj vremenskoj tocki nizi udjeli n-6 PUFA zabiljezeni u
skupinama LC-F 1 HS-F (P < 0,05), dok se LC-HS-F nije statisticki znacajno razlikovala od
CON-F (Slika 13B). Nakon 24 mjeseca nizi ukupni udio n-6 PUFA bio je prisutan u sve tri
pokusne skupine muzjaka, LC-M (P < 0,05), HS-M (P < 0,01) i LC-HS-M (P < 0,01), kaoiu
zenki u skupinama LC-F (P < 0,05), HS-F (P < 0,01) i LC-HS-F (P < 0,05) u odnosu na
pripadajuce kontrolne skupine (Slika 13A, B).

Udio linolne kiseline (C18:2n-6) bio je nizi ponajprije u skupinama koje su primale
saharozu. U muZjaka su nakon 12 mjeseci niZe vrijednosti utvrdene u skupinama HS-M (P <
0,001) 1 LC-HS-M (P < 0,01), a iste su razlike ostale prisutne i nakon 24 mjeseca (Slika 13C).
Skupina LC-M nije se statisticki znacajno razlikovala od CON-M. U Zenki je nakon 12 mjeseci
nizi udio linolne kiseline zabiljezen u skupinama HS-F (P < 0,01) i LC-HS-F (P < 0,05), dok
su nakon 24 mjeseca vrijednosti u istim skupinama i dalje bile nize od CON-F (P < 0,001
odnosno P <0,01; Slika 13D).

Promjene udjela dihomo-y-linolenske kiseline (DGLA; C20:3n-6) razlikovale su se
izmedu spolova i hranidbenih tretmana. U muZjaka je nakon 12 mjeseci ve¢i udio DGLA
utvrden u skupinama HS-M (P < 0,01) i LC-HS-M (P < 0,05; Slika 13E). U Zenki su u istoj
vremenskoj tocki vise vrijednosti zabiljezene u skupinama LC-F, HS-F 1 LC-HS-F (P < 0,05;
Slika 13F). Nakon 24 mjeseca statisticki znac¢ajno ve¢i udio DGLA utvrden je samo u skupini
LC-F (P <0,05; Slika 13F).

Udio arahidonske kiseline (C20:4n-6) bio je niZi u skupinama izlozenima saharozi u oba
spola. U muzjaka su nakon 12 mjeseci niZe vrijednosti utvrdene u skupinama HS-M (P < 0,01)
1 LC-HS-M (P < 0,05), dok su nakon 24 mjeseca nizi udjeli zabiljezeni u LC-M (P < 0,05), HS-
M (P <0,01)1 LC-HS-M (P <0,01; Slika 13G). U Zenki je nakon 12 mjeseci nizi udio C20:4n-
6 utvrden u skupinama LC-F 1 HS-F (P < 0,05), a nakon 24 mjeseca u skupinama LC-F (P <
0,05), HS-F (P <0,01) i LC-HS-F (P < 0,05) u odnosu na CON-F (Slika 13H).
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Slika 13. Ukupne n-6 PUFA (A, B), linolna kiselina (C18:2n-6; C, D), dihomo-y-linolenska
kiselina (C20:3n-6; E, F) 1 arahidonska kiselina (C20:4n-6; G, H) u jetri muZzjaka i zenki

nakon 1., 12. 1 24. mjeseca hranidbenog tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja

vrijednost = SD (n = 5). * P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001 u odnosu na kontrolnu

skupinu.
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5.2.4. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na sastav n-3 viSestruko nezasi¢enih masnih

kiselina u jetri

Na slici 14 prikazani su ukupni udjeli n-3 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (n-3
PUFA) te udjeli dokozapentaenske kiseline n-3 (DPA; C22:5n-3) i dokozaheksaenske kiseline
(DHA; C22:6n-3) u jetri muZzjaka i zenki nakon 1., 12. i 24. mjeseca hranidbenog tretmana.

Tijekom prvog mjeseca nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u ukupnom udjelu n-
3 PUFA izmedu hranidbenih skupina. Nakon 12 mjeseci ukupni udio n-3 PUFA bio je niZi u
svim tretiranim skupinama muzjaka, odnosno u LC-M, HS-M 1 LC-HS-M (P < 0,01) u odnosu
na CON-M (Slika 14A). Sli¢an obrazac zabiljezen je i u zenki, u kojih su nize vrijednosti
utvrdene u skupinama LC-F (P < 0,001), HS-F (P < 0,01) i LC-HS-F (P < 0,05) u odnosu na
CON-F (Slika 14B). Nakon 24 mjeseca ukupni udio n-3 PUFA ostao je nizi u skupinama LC-
M i HS-M (P < 0,01) te LC-HS-M (P < 0,05), kao i u skupinama LC-F, HS-F i LC-HS-F u
zenki (P < 0,05) u odnosu na pripadajuée kontrolne skupine (Slika 14A, B).

Udio dokozapentaenske kiseline n-3 (DPA; C22:5n-3) nakon 12 mjeseci bio je nizi u
svim tretiranim skupinama oba spola. U muZjaka su niZe vrijednosti utvrdene u skupinama LC-
M (P<0,05), HS-M (P <0,01) 1 LC-HS-M (P <0,05; Slika 14C), dok su u Zenki niZe vrijednosti
zabiljezene u skupinama LC-F, HS-F 1 LC-HS-F (P < 0,05; Slika 14D). Nakon 24 mjeseca u
muzjaka se LC-M viSe nije statisticki znacajno razlikovao od CON-M, dok su vrijednosti u
skupinama HS-M i LC-HS-M ostale nize (P < 0,001; Slika 14C). U Zenki je u istoj vremenskoj
tocki zabiljezen druk¢iji odgovor skupine LC-F, u kojoj je udio DPA bio ve¢i nego u CON-F
(P <0,05), dok su u skupinama HS-F (P <0,001) i LC-HS-F (P < 0,05) vrijednosti ostale nize
(Slika 14D).

Udio DHA (C22:6n-3) bio je smanjen u svim tretiranim skupinama oba spola nakon 12
mjeseci. U muZjaka su nize vrijednosti utvrdene u skupinama LC-M (P < 0,01), HS-M (P <
0,001) 1 LC-HS-M (P <0,01; Slika 14E). U Zenki je smanjenje bilo prisutno u skupini LC-F (P
<0,001) te u skupinama HS-F 1 LC-HS-F (P < 0,05; Slika 14F). Nakon 24 mjeseca vrijednosti
DHA u muzjaka ostale su nize u skupinama LC-M (P < 0,001), HS-M (P < 0,01) i LC-HS-M
(P<0,05) uodnosuna CON-M (Slika 14E). U Zenki je isti smjer promjena zadrzan u skupinama
LC-F (P <0,05), HS-F (P <0,01) i LC-HS-F (P < 0,05) u odnosu na CON-F (Slika 14F).
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Slika 14. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na udio n-3 visestruko nezasi¢enih masnih

kiselina u jetri. Prikazani su ukupni udio n-3 PUFA u muzjaka (A) i Zenki (B), udio
dokozapentaenske kiseline n-3 (DPA; C22:5n-3) u muzjaka (C) i Zenki (D) te udio
dokozaheksaenske kiseline (DHA; C22:6n-3) u muzjaka (E) i zenki (F) nakon 1., 12. 1 24.

mjeseca hranidbenog tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost £ SD. * P <0,05;

¥k P <0,01; *** P<0,001 u odnosu na kontrolnu skupinu.
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5.2.5. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na ekspresiju gena desaturaza u jetri

Na slikama 15-17 prikazana je relativna ekspresija gena Fadsl, Fads2 1 Scdl, koji
kodiraju A5-, A6- odnosno A9-desaturazu, u jetri muzjaka i zenki nakon 1., 12. 1 24. mjeseca
hranidbenog tretmana.

Ekspresija gena Fads ! razlikovala se izmedu hranidbenih skupina i spolova u pojedinim
vremenskim toCkama. Nakon prvog mjeseca u muzjaka nisu utvrdene statistiCki znacajne
razlike, dok je u Zenki ekspresija bila niza u skupinama LC-F i1 LC-HS-F u odnosu na CON-F
(P <0,05; Slika 15 A). Nakon 12 mjeseci veca ekspresija Fads] u muzjaka utvrdena je u skupini
LC-HS-M (P <0,05), dok su u Zenki viSe vrijednosti zabiljezene u HS-F i LC-HS-F (P < 0,05;
Slika 15 B). Nakon 24 mjeseca ekspresija je u muZzjaka bila niza u skupini LC-M (P < 0,05),
dok su u zenki niZe vrijednosti utvrdene u skupinama HS-F i LC-HS-F u odnosu na CON-F (P
<0,05; Slika 15 C).
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A) A5-desaturaza, 1. mjesec

Relativna mRNA ekspresija

B) A5-desaturaza, 12. mjesec

Relativna mRNA ekspresija

C) AS5-desaturaza, 24. mjesec

Relativna mRNA ekspresija
¥ ¥

Slika 15. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na relativnu ekspresiju gena Fads! u jetri.
Prikazana je relativna ekspresija gena Fadsl1, koji kodira A5-desaturazu, nakon 1. (A), 12. (B)
124. mjeseca (C) hranidbenog tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = SD (n

=5). * P <0,05 u odnosu na kontrolnu skupinu.

Ekspresija gena Fads2 nakon prvog mjeseca nije se znacajno razlikovala izmedu hranidbenih
skupina muZzjaka, dok je u Zenki niza vrijednost utvrdena u skupini LC-HS-F u odnosu na CON-
F (P <0,05; Slika 16A). Nakon 12 mjeseci veca ekspresija zabiljezena je u skupini LC-HS-M
u muzjaka i LC-HS-F u zenki (P < 0,05; Slika 16B). Nakon 24 mjeseca nize vrijednosti u
muzjaka utvrdene su u skupinama LC-M, HS-M i1 LC-HS-M (P < 0,05), dok je u zenki
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ekspresija Fads2 bila niza u skupinama LC-F 1 HS-F (P < 0,05; Slika 16 C). Skupina LC-HS-

F u toj se vremenskoj tocki nije statisticki znacajno razlikovala od CON-F.
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Slika 16. Utjecaj spola 1 hranidbenih tretmana na relativnu ekspresiju gena Fads?2 u jetri.
Prikazana je relativna ekspresija gena Fads2, koji kodira A6-desaturazu, nakon 1. (A), 12. (B)
124. mjeseca (C) hranidbenog tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = SD (n

=5). * P<0,05 u odnosu na odgovarajuc¢u kontrolnu skupinu.

Najizrazenije promjene tijekom hranidbenog tretmana zabiljezene su u ekspresiji gena
Scdl. Nakon prvog mjeseca u muzjaka je ekspresija bila niza u skupinama LC-M i LC-HS-M

u odnosu na CON-M (P < 0,05), dok u zenki nisu utvrdene statisticki znacajne razlike (Slika
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17A). Nakon 12 mjeseci u muzjaka nije bilo znacajnih razlika izmedu skupina, dok je u zenki
ekspresija Scd! bila veéa u skupinama HS-F i LC-HS-F u odnosu na CON-F (P < 0,05; Slika
17B). Nakon 24 mjeseca veca ekspresija utvrdena je u oba spola, i to u skupinama HS-M (P <
0,05) i LC-HS-M (P < 0,01) u muzjaka te HS-F i LC-HS-F u zenki (P < 0,01; Slika 17C). U
skupinama LC-M i1 LC-F bez dodatka saharoze u toj vremenskoj tocki nisu utvrdene statisticki

znacajne razlike u ekspresiji Scd/ u odnosu na odgovarajuée kontrolne skupine.
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Slika 17. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na relativnu ekspresiju gena Scd/ u jetri.
Prikazana je relativna ekspresija gena Scdl, koji kodira A9-desaturazu, nakon 1. (A), 12. (B) i
24. mjeseca (C) hranidbenog tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost = SD (n

=5).* P<0,05; ** P <0,01 u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu.
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5.3. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na oksidacijski stres i antioksidacijski

odgovor

Na slici 18 prikazane su koncentracije malondialdehida (MDA) u serumu muzjaka i
zenki nakon 1., 12. 1 24. mjeseca hranidbenog tretmana te relativna ekspresija gena Nfe2/2 u
jetri u istim vremenskim to¢kama.

Tijekom prvog mjeseca koncentracija MDA u serumu nije se statisticki znacajno
razlikovala izmedu hranidbenih skupina. Nakon 12 mjeseci vise vrijednosti utvrdene su u
skupinama HS-M 1 HS-F u odnosu na odgovarajuce kontrolne skupine (P < 0,05; Slika 18A,
B), dok se skupine LC-M, LC-HS-M, LC-F i LC-HS-F nisu statisti¢ki znac¢ajno razlikovale od
svojih kontrola. Nakon 24 mjeseca porast koncentracije MDA bio je izrazeniji u skupinama
koje su primale saharozu. U muZjaka su viSe vrijednosti zabiljeZene u HS-M (P < 0,001) 1 LC-
HS-M (P <0,05; Slika 18A), a u Zenki u HS-F (P <0,001) i LC-HS-F (P < 0,01; Slika 18B). U
skupinama LC-M i LC-F koncentracije MDA nisu se statisticki znaCajno razlikovale od
pripadajuéih kontrolnih skupina.

Ekspresija gena Nfe2/2 tijekom prvog mjeseca nije se statisticki znacajno razlikovala
izmedu skupina ni u jednom spolu (Slika 18C). Nakon 12 mjeseci viSa ekspresija utvrdena je u
skupinama HS-M i LC-HS-M u muzjaka (P < 0,05) te HS-F (P < 0,01) i LC-HS-F (P < 0,05)
u Zenki u odnosu na pripadajuce kontrolne skupine (Slika 18D). Skupine LC-M i1 LC-F u toj se
vremenskoj tocki nisu statisticki znacajno razlikovale od kontrola.

Nakon 24 mjeseca ekspresija Nfe2[2 bila je niZza u svim tretiranim skupinama u odnosu
na pripadajuce kontrolne skupine. U muzjaka su nize vrijednosti utvrdene u LC-M, HS-M 1 LC-
HS-M (P <0,05), au Zenki u LC-F, HS-F 1 LC-HS-F (P <0,05; Slika 18E). Time se u kasnijoj
vremenskoj tocki smanjenje ekspresije Nfe2l2 ocitovalo ne samo u skupinama sa saharozom

nego i1 u skupinama hranjenima hranom smanjene energetske vrijednosti.
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Slika 18. Utjecaj spola 1 hranidbenih tretmana na pokazatelje oksidacijskog stresa 1
antioksidacijske obrane. Prikazane su koncentracije malondialdehida (MDA) u serumu
muzjaka (A) i zenki (B) nakon 1., 12. i 24. mjeseca hranidbenog tretmana te relativna
ekspresija gena Nfe2/2, koji kodira transkripcijski ¢cimbenik NRF2, nakon 1. (C), 12. (D) 1 24.
mjeseca (E) hranidbenog tretmana. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +£ SD. *P <

0,05; ** P<0,01; *** P <0,001 u odnosu na odgovaraju¢u kontrolnu skupinu.
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5.4. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na upalni odgovor u jetri

Na slici 19 prikazana je relativna ekspresija gena 7gf-f i Tnf-a u jetri muzjaka i zenki
nakon 1., 12. 1 24. mjeseca hranidbenog tretmana.

Tijekom prvog mjeseca ekspresija gena 7gf-f nije se statisticki znacajno razlikovala
izmedu hranidbenih skupina ni u jednom spolu (Slika 19A). Nakon 12 mjeseci veéa ekspresija
utvrdena je u skupini HS-M u muzjaka te u skupinama HS-F i LC-HS-F u zenki u odnosu na
pripadajuce kontrolne skupine (P < 0,05; Slika 19B). Nakon 24 mjeseca veca ekspresija 7gf-f
ostala je prisutna u skupinama HS-M 1 HS-F (P < 0,05), dok se LC-HS-M i1 LC-HS-F nisu
statisticki znacajno razlikovale od odgovarajuéih kontrolnih skupina (Slika 19C). U skupinama
LC-M i LC-F nisu utvrdene znacajne razlike ni u jednoj od promatranih vremenskih toc¢aka.

Ekspresija gena Tnf-o tijekom prvog mjeseca takoder se nije statisticki znacajno
razlikovala izmedu skupina (Slika 19D). Nakon 12 mjeseci vece vrijednosti utvrdene su u
skupinama HS-M i HS-F u odnosu na CON-M odnosno CON-F (P < 0,05; Slika 19E), dok se
LC-M, LC-HS-M, LC-F i LC-HS-F nisu znacajno razlikovale od svojih kontrola. Nakon 24
mjeseca veca ekspresija Tnf-o zabiljezena je u obje skupine koje su primale saharozu u muZzjaka,
HS-M i LC-HS-M (P < 0,05), te u Zenki u skupinama HS-F (P < 0,01) i LC-HS-F (P <0,05) u
odnosu na pripadajuce kontrolne skupine (Slika 19F). U skupinama LC-M 1 LC-F bez dodatka

saharoze nisu utvrdene statisti¢ki znacajne razlike.
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Slika 19. Utjecaj spola 1 hranidbenih tretmana na relativnu ekspresiju gena povezanih s
upalnim odgovorom u jetri. Prikazana je relativna ekspresija gena 7gf-f nakon 1. (A), 12. (B)
124. mjeseca (C) te gena Tnf-a nakon 1. (D), 12. (E) 1 24. mjeseca (F) hranidbenog tretmana.

Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + SD. * P <0,05; ** P <0,01 u odnosu na

kontrolnu skupinu.
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5.5. Utjecaj spola i hranidbenih tretmana na multivarijantni obrazac masnokiselinskog

profila jetre

U sPLS-DA analizu masnokiselinskog profila jetre nakon 24 mjeseca hranidbenog
tretmana ukljucene su varijable n6, ukupni PUFA, MUFA i n-6 PUFA te pojedina¢ne masne
kiseline C18:1n-9, C16:1n-7, C22:4n-6, C22:5n-3, C20:4n-6 i C18:2n-6. Prva komponenta
objasnjavala je 62,2 %, a druga 17,5 % varijabilnosti podataka, $to zajedno ¢ini 79,7 % ukupne
varijabilnosti prikazane u dvodimenzionalnom modelu (Slika 20A). Pri interpretaciji modela
vazno je razlikovati varijable ,,n6” 1 ,,n6 PUFA”: n6 predstavlja ukupni zbroj analiziranih n-6
masnih kiselina, ukljucujuéi linolnu kiselinu (C18:2n-6), dok n6 PUFA predstavlja ukupnu
skupinu analiziranih n-6 visSestruko nezasi¢enih masnih kiselina.

Na prikazu rezultata vidljivo je da se skupine nisu rasporedile nasumic¢no, nego su se
formirali obrasci povezani s hranidbenim tretmanom. Skupine HS i LC-HS, odnosno skupine
koje su tijekom istrazivanja primale saharozu, odvajale su se od skupina CON 1 LC ponajprije
duz prve komponente. Unutar tih vecih skupina uocljivo je dodatno razdvajanje pojedinih
muskih 1 Zenskih skupina duZ druge komponente, Sto upucuje na razlike u ukupnom
masnokiselinskom profilu povezane sa spolom (Slika 20A). Pri tome je razdvajanje prema
hranidbenom tretmanu bilo izrazenije od razdvajanja prema spolu.

Analiza optereCenja pokazala je koje su varijable najviSe pridonijele razdvajanju
skupina. Najve¢i doprinos imala je varijabla n6, a zatim ukupni PUFA i MUFA te oleinska
(C18:1n-9) 1 palmitoleinska kiselina (C16:1n-7) (Slika 20B). Manji, ali i dalje vidljiv doprinos
imali su C22:4n-6, C22:5n-3, C20:4n-6, ukupni n-6 PUFA 1 C18:2n-6. To znaci da razdvajanje
skupina nije bilo odredeno jednom pojedinaénom masnom kiselinom, nego kombinacijom
promjena u zbirnim masnokiselinskim varijablama, njihovim ukupnim udjelima i1 udjelima
pojedina¢nih masnih kiselina.

Toplinska mapa dodatno prikazuje smjer tih razlika. Skupine HS 1 LC-HS obiljeZavale
su vece relativne vrijednosti ukupnih MUFA te oleinske i1 palmitoleinske kiseline, dok su u
skupinama CON 1 LC relativno vise bile zastupljene ukupne PUFA, n-6 PUFA i n6. Slican
obrazac uocen je za linolnu (C18:2n-6), arahidonsku (C20:4n-6) i dokozatetraensku kiselinu
(C22:4n-6), cije su relativne vrijednosti bile vise u kontrolnim 1 LC skupinama.
Dokozapentaenska kiselina n-3 (C22:5n-3) bila je relativno manje zastupljena u ve¢em dijelu

skupina koje su primale saharozu (Slika 20B).
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Slika 20. Utjecaj spola 1 hranidbenih tretmana na multivarijantni obrazac masnokiselinskog

profila jetre nakon 24 mjeseca istrazivanja. (A) Dvodimenzionalni prikaz sPLS-DA analize

masnokiselinskog profila jetre. Prva komponenta objasnjava 62,2 %, a druga 17,5 %

varijabilnosti podataka. (B) Prikaz optere¢enja pojedinih masnokiselinskih varijabli i njihovih

relativnih vrijednosti u pojedinim eksperimentalnim skupinama.

Napomena: ,,n6”" oznacava ukupni zbroj svih analiziranih n-6 masnih kiselina, dok ,,n6 PUFA” oznacava zbroj

analiziranih dugolancanih n-6 PUFA s > C20 ugljikovih atoma.
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6. RASPRAVA

Pokazatelji kroni¢nog metabolickog sindroma

Promjene tjelesne mase tijekom ovog istrazivanja nisu slijedile jednak obrazac u svim
hranidbenim skupinama, §to pokazuje da dugotrajni metabolicki odgovor nije bio odreden samo
prisutnos¢u saharoze nego i energetskom vrijednoséu osnovne hrane. Najizrazeniji porast
tjelesne mase utvrden je u HS skupini, dok je u zivotinja hranjenih hranom smanjene energetske
vrijednosti porast bio manje izrazen. Takav rezultat ocekivan je s obzirom na to da dugotrajan
dodatni unos saharoze povecava ukupno energetsko opterecenje, dok smanjena energetska
gustoc¢a hrane i veéi udio vlakana mogu ograniciti raspolozivu energiju i pridonijeti boljoj
kontroli tjelesne mase. UCinak prehrambenih vlakana pritom se ne svodi samo na smanjenje
energetske gustoce obroka, nego ukljucuje i utjecaj na sitost, brzinu apsorpcije hranjivih tvari i

postprandijalni metabolicki odgovor (ANDERSON i sur., 2009; DEEHAN 1 sur., 2024).

Ucinak hranidbenog tretmana na tjelesnu masu razlikovao se i izmedu muzjaka i Zenki.
U muzjaka HS skupine poveéanje tjelesne mase pojavilo se ranije, dok je u zenki postalo
izrazeno tek nakon duljeg trajanja pokusa. Takav vremenski pomak mozZe se povezati s
poznatim spolnim razlikama u regulaciji energetskog metabolizma, raspodjeli masnog tkiva i
djelovanju spolnih hormona. Estrogeni povoljno djeluju na inzulinsku osjetljivost i raspodjelu
masnog tkiva te mogu odgoditi pojavu pojedinih metaboli¢kih posljedica energetskog suficita
(JENSEN, 1995; CHERUBINI 1 sur., 2024). Rezultati stoga upucuju na to da je spol utjecao
prije svega na dinamiku odgovora na hranidbeno opterecenje, dok se nakon vrlo dugog trajanja

pokusa ta prednost u pojedinim pokazateljima smanjivala.

Tjelesna masa sama po sebi nije dobro odrazavala stupanj metabolickog poremecaja. To
je osobito vidljivo iz odnosa LC 1 LC-HS skupina. U LC skupinama smanjena energetska
vrijednost hrane bila je povezana s povoljnijim obrascem tjelesne mase i bez razvoja izrazenog
poremecaja inzulinske osjetljivosti, §to upucuje na preventivni uc€inak takvog hranidbenog
rezima. U prisutnosti saharoze taj u¢inak nije bio potpun. LC-HS skupine pokazuju da smanjena
energetska vrijednost hrane moze ublaziti pojedine metabolicke posljedice kroni¢nog
hranidbenog opterecenja, ali ne moze u cijelosti sprijeciti njihov razvoj. Sli¢na nepodudarnost
izmedu tjelesne mase i metaboli¢kih poremecaja opisana je i u eksperimentalnim modelima
dugotrajnog unosa saharoze ili fruktoze (KAWASAKI i sur., 2005; CARVALHO i sur., 2012;
MILJAK i sur., 2015; MASEK i sur., 2017).
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Promjene koncentracije glukoze dodatno podupiru takvo tumacenje. U LC skupinama
bez saharoze koncentracija glukoze ostala je usporediva s kontrolnim skupinama, dok se u LC-
HS skupinama nakon dugotrajnog tretmana povecala unato¢ smanjenoj energetskoj vrijednosti
osnovne hrane. To pokazuje da dugotrajno saharozno opterecenje moze nadjacati dio
preventivnog ucinka LC prehrane na regulaciju glukoze. Kroni¢no povecana dostupnost
jednostavnih ugljikohidrata povecava zahtjeve za inzulinskim odgovorom i moZze postupno
smanjiti osjetljivost perifernih tkiva na inzulin, a dugotrajan unos saharoze u Stakora vec¢ je
povezan s razvojem intolerancije glukoze i1 inzulinske rezistencije (KAWASAKI i sur., 2005;

SAMPEY isur., 2011; FAHED i sur., 2022).

Takvo tumacenje dodatno podupiru vrijednosti HOMA-IR i QUICKI nakon 24 mjeseca.
U HS i LC-HS skupinama oba spola pove¢anje HOMA-IR bilo je pra¢eno smanjenjem
QUICKI, dok u LC skupinama bez saharoze takav obrazac nije utvrden. Budu¢i da HOMA-IR
procjenjuje inzulinsku rezistenciju, a QUICKI inzulinsku osjetljivost, njihova istodobna
promjena u suprotnim smjerovima daje dosljednu procjenu pogorsane inzulinske osjetljivosti
(MATTHEWS i sur., 1985; KATZ i sur., 2000). Vaznost ovog nalaza nije samo u promjeni
pojedinac¢nih indeksa, nego u tome §to oba upucuju na isti metabolicki zaklju¢ak - nakon

dugotrajnog saharoznog opterecenja razvila se inzulinska rezistencija.

Pritom je osobito informativna usporedba HS 1 LC-HS skupina. Nakon 24 mjeseca
HOMA-IR 1 QUICKI u LC-HS skupinama slijedili su obrazac HS skupine, §to pokazuje da
smanjena energetska vrijednost hrane s pove¢anim udjelom vlakana nije mogla u potpunosti
sprijeciti razvoj poremecaja inzulinske osjetljivosti izazvanog dugotrajnim unosom saharoze.
Ipak, povoljniji obrazac tjelesne mase 1 pojedinih metabolickih pokazatelja upucuje na to da je
takav hranidbeni reZim 1 u prisutnosti saharoze zadrzao povoljan metabolicki ucinak, iako
nedostatan za potpunu zastitu. Drugim rije¢ima, LC prehrana bez HS pokazuje preventivni
ucinak, dok u uvjetima istodobnog saharoznog opterecenja ublazava dio metabolickih

posljedica, ali ne sprjecava razvoj inzulinske rezistencije nakon dugotrajnog tretmana.

Spolne razlike nisu se jednako ocitovale u svim pokazateljima. Dok se povecanje
tjelesne mase u muZzjaka pojavilo ranije, nakon 24 mjeseca pove¢anje HOMA-IR i smanjenje
QUICKI bilo je prisutno u oba spola u skupinama izloZzenima saharozi. To upucuje na to da je
zenski spol mogao odgoditi pojavu pojedinih metaboli¢kih promjena, ali nije osigurao potpunu
zastitu od razvoja inzulinske rezistencije tijekom vrlo dugotrajnog metabolickog opterecenja.
Takav obrazac u skladu je sa spolno razli¢itom metabolickom prilagodbom, ¢iji ucinak ovisi o

trajanju 1 intenzitetu hranidbenog opterec¢enja (CHERUBINI i sur., 2024).
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Uc¢inak hranidbenog tretmana i spola na lipogenezu i metabolizam masnih Kiselina

Promjene masnokiselinskog sastava predstavljaju sredi$nji dio procjene lipogeneze u
ovom istrazivanju. Njihovo znacenje nije u promjeni pojedine masne kiseline izolirano, nego u
obrascu koji se razvijao izmedu SFA, MUFA 1 PUFA te u njegovoj povezanosti s ekspresijom
Scdl, Fadsl 1 Fads2. U skupinama izlozenima saharozi nakon duljeg trajanja tretmana
prevladavao je ve¢i udio MUFA uz nize udjele vise n-3 i n-6 PUFA, dok su promjene pojedinih
SFA bile manje ujednacene. Takav obrazac upucuje na preusmjeravanje metabolizma masnih

kiselina, a ne na jednostavnu promjenu ukupne koli¢ine jedne skupine masnih kiselina.
Promjene metabolizma zasic¢enih i jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina

Palmitinska i stearinska kiselina neposredno su povezane s nastankom palmitoleinske i
oleinske kiseline djelovanjem SCDI1. Zato je porast C16:1n-7 i C18:1n-9 u skupinama
izlozenima saharozi vazniji kada se promatra zajedno s promjenama C16:0, C18:0 i Scd! nego
kada se svaka masna kiselina gleda zasebno. SCD1 odreduje odnos izmedu zasi¢enih 1
jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina i time utjece na raspolozivost supstrata za stvaranje
slozenih lipida (NTAMBI i MIYAZAKI, 2004; NAKAMURA i NARA, 2004). Veéi udjeli
palmitoleinske i oleinske kiseline u kasnijim fazama pokusa stoga upucuju na jace usmjeravanje

masnih kiselina prema MUFA tijekom kroni¢nog metaboli¢kog opterecenja.

Istodobno niZi udio C18:0 u dijelu skupina izloZenih saharozi dodatno podupire takav
obrazac jer je stearinska kiselina neposredni supstrat za sintezu oleinske kiseline. Medutim,
promjena C18:0 ne moZe se objasniti samo njegovom desaturacijom jer na masnokiselinski
sastav utjeCu i elongacija, oksidacija, prehrambeni unos i raspodjela medu lipidnim frakcijama.
Zbog toga je vazan zajedniCki smjer viSe pokazatelja, a ne odnos samo jednog supstrata i
produkta. Upravo se takav pomak prema vecoj zastupljenosti MUFA opisuje u modelima
metaboli¢kog sindroma izazvanog jednostavnim ugljikohidratima (EL HAFIDI i sur., 2001;

MILJAK i sur., 2015; MASEK i sur., 2020).

Ekspresija Scdl daje molekularnu potporu tom obrascu. U ranijoj fazi pokusa promjene
Scdl 1 MUFA nisu bile potpuno podudarne, dok su nakon 24 mjeseca povecana ekspresija Scd/
i ve¢i udjeli C16:1n-7 1 C18:1n-9 bili prisutni u skupinama izloZenima saharozi. To pokazuje
da se lipogeni odgovor tijekom vremena stabilizirao prema vecoj zastupljenosti proizvoda
SCD1. Vaznost SCD1 u poremecajima energetske i lipidne homeostaze, pretilosti 1 inzulinskoj

rezistenciji dobro je opisana (SUN 1 sur., 2024). Nalaz ovog istrazivanja zato upucuje na to da
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je kroni¢no saharozno opterecenje postupno preoblikovalo lipogenezu u smjeru veceg stvaranja

i/ili zadrzavanja MUFA.

Promjene palmitinske kiseline dodatno su vazne jer je C16:0 glavni proizvod de novo
sinteze masnih kiselina 1 prekursor za daljnju elongaciju i1 desaturaciju (ALVES-BEZERRA i
COHEN, 2018; PAIVA i sur., 2021). U ovom istrazivanju udio C16:0 nije se mijenjao jednako
u svim skupinama, $to je razumljivo jer se palmitinska kiselina istodobno moze dalje elongirati
u C18:0, desaturirati u C16:1n-7 ili oksidirati. Zbog toga pojacana lipogeneza ne mora nuzno
biti pracena vec¢im udjelom C16:0. Vazniji je ukupni obrazac promjena, odnosno ve¢i udio
MUFA 1 povecana ekspresija Scdl u skupinama izloZenima saharozi, $to upucuje na pojacano
usmjeravanje novonastalih zasi¢enih masnih kiselina prema njihovim jednostruko nezasi¢enim

derivatima.

Pove¢an unos jednostavnih ugljikohidrata povezan je s vefim udjelom MUFA,
inzulinskom rezistencijom 1 lipidnom peroksidacijom. lako je u tom istrazivanju analizirano
drugo tkivo i primijenjen kraéi eksperimentalni model, smjer promjena podupire tumacenje da
povecanje palmitoleinske 1 oleinske kiseline nije izoliran nalaz, nego dio Sire metabolicke
prilagodbe na kroni¢no ugljikohidratno optere¢enje (ROSKARIC i sur., 2021). U ovom radu
dodatnu vrijednost daje ¢injenica da su se promjene pratile tijekom 24 mjeseca, pa je vidljivo

da lipogeni odgovor postaje jasniji s produljenjem hranidbenog tretmana.
Promjene metabolizma dugolancanih n-3 i n-6 PUFA

Zarazliku od MUFA, ve¢i broj n-3 i n-6 PUFA nakon 12 i 24 mjeseca pokazivao je nizZe
udjele, osobito u skupinama izloZenima saharozi. Taj nalaz ne upucuje na jednostavnu
inhibiciju jednog enzima, nego na promjenu cijelog puta biokonverzije dugolanc¢anih PUFA. n-
3 1 n-6 masne kiseline koriste zajednicke desaturaze i1 elongaze, pa njihov kona¢ni udio ovisi o
dostupnosti prekursora, konkurenciji za enzime i metaboli¢kom stanju organizma (CHO i sur.,
1999a, 1999b; NAKAMURA i NARA, 2004). Zbog toga se promjene Fadsl i1 Fads2 moraju

tumaciti zajedno s promjenama njihovih supstrata 1 produkata.

U n-6 putu niZi udjeli linolne i arahidonske kiseline, uz promjenjiv odgovor DGLA,
pokazuju da protok kroz taj metabolicki put nije bio jednak tijekom cijelog pokusa. DGLA je
meduprodukt ¢iji udio ovisi i 0 njegovu stvaranju i o daljnjoj pretvorbi u arahidonsku kiselinu
djelovanjem A5-desaturaze. Zato kombinacija viSeg DGLA 1 nizeg C20:4n-6 u pojedinim
skupinama moze odrazavati promijenjen odnos izmedu uzastopnih koraka biokonverzije, a ne

samo promjenu ukupne dostupnosti n-6 PUFA (CHO 1 sur., 1999a; FAN 1 sur., 2012).
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Ekspresija Fads! i Fads2 dodatno pokazuje da odgovor desaturacijskog sustava nije bio
stalan. Smjer promjena razlikovao se izmedu 12. i 24. mjeseca, Sto upucuje na prilagodbu
desaturacijskih putova tijekom kroni¢nog metabolickog optere¢enja. Regulacija desaturaza
ovisi 0 hormonalnom 1 nutritivnom okruzenju, a u inzulinskoj rezistenciji moze se mijenjati
ovisno o stupnju metaboliCkog poremecaja (BRENNER, 2003; WANG i sur., 2006). Rezultati
stoga ne govore o trajno pojacanoj ili trajno smanjenoj desaturaciji, nego o vremenski

promjenjivoj regulaciji koja prati razvoj kroni¢nog metabolickog sindroma.

Takvo tumacenje podupiru rezultati GHOORAY 1 sur. (2024), koji su pokazali da
promjena ekspresije Fads!/ moZe mijenjati odnos DGLA 1 arahidonske kiseline te dio
metabolickog fenotipa u Stakora hranjenih zapadnjackim tipom prehrane. Vaznost tog nalaza
za ovo istrazivanje jest u tome Sto pokazuje da znacenje FADSI ovisi o prehrambenom i
metabolickom kontekstu. Zato razli€iti smjerovi promjene FadsI izmedu vremenskih tocaka ne
predstavljaju proturje¢nost, nego mogu odrazavati razliite faze prilagodbe na dugotrajni

hranidbeni tretman.

U n-3 skupini posebno se izdvajao C22:5n-3 nakon 24 mjeseca. U LC skupinama njegov
je obrazac bio povoljniji nego u skupinama izlozenima saharozi, a u Zenki LC skupine udio je
bio 1 visi od kontrolne vrijednosti. To upucuje na to da su smanjena energetska vrijednost hrane
1 spol mogli pridonijeti boljem o€uvanju dugolancanih n-3 PUFA tijekom starenja i kroni¢nog
metabolickog opterec¢enja. Poznate spolne razlike u metabolizmu dugolancanih n-3 PUFA 1
hormonska regulacija desaturaza pruZaju biolosku osnovu za takav obrazac (BURDGE i sur.,

2008; ALLESSANDRI i sur., 2011; CHILDS, 2020).

DHA je pokazala drukciji odgovor jer su njezini udjeli nakon duljeg tretmana bili nizi u
vecem broju pokusnih skupina. Biosinteza DHA ukljucuje vise koraka elongacije i desaturacije
te zavr$nu peroksisomsku pB-oksidaciju, pa njezina promjena odrazava Siri metaboli¢ki odgovor
od same ekspresije Fads! ili Fads2 (SPRECHER, 2000; FERDINANDUSSE i sur., 2001). Nizi
udio DHA zato se moze tumaciti kao posljedica promijenjene ravnoteze viSe procesa koji
odreduju stvaranje, ugradnju i potroSnju dugolancanih n-3 PUFA tijekom kroni¢nog

metaboli¢kog sindroma.

Multivarijantna analiza nakon 24 mjeseca objedinjuje te pojedinacne nalaze.
Razdvajanju skupina najviSe su pridonosili n6, ukupni PUFA i MUFA te palmitoleinska i
oleinska kiselina, uz dodatni doprinos n-6 PUFA. To pokazuje da osnovna razlika medu
hranidbenim skupinama nije bila vezana uz jednu masnu kiselinu, nego uz odnos lipogenog
MUFA obrasca i ocuvanja PUFA. Skupine izlozene saharozi bile su pomaknute prema vecoj
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zastupljenosti MUFA, dok su CON i LC skupine bile povezane s ve¢im udjelom vise PUFA.
Takav ukupni profil izravno podupire zakljucak da su razina energije u hrani, saharozno
opterecenje 1 spol oblikovali metabolizam masnih kiselina tijekom kroni¢nog metabolickog
sindroma. Istodobni doprinos varijabli n6 i n-6 PUFA pokazuje da razdvajanje skupina nije bilo
povezano samo s promjenom pojedine masne kiseline, nego sa Sirim preoblikovanjem n-6
masnokiselinskog profila. Varijabla n6 odrazava ukupnu zastupljenost analiziranih n-6 masnih
kiselina, ukljucujuéi linolnu kiselinu, dok n-6 PUFA opisuje ukupnu zastupljenost analiziranih

n-6 viSestruko nezasic¢enih masnih kiselina.
Oksidacijski stres i upalni odgovor tijekom kroni¢nog metaboli¢kog sindroma

Porast MDA u kasnijim fazama pokusa pokazuje da se s trajanjem metabolickog
opterec¢enja povecavala lipidna peroksidacija. U prvom mjesecu takav odgovor nije bio izrazen,
nakon 12 mjeseci pojavio se u HS skupinama, a nakon 24 mjeseca bio je prisutaniu HS i u
LC-HS skupinama. To upucuje na to da oksidacijsko opterecenje nije neposredna posljedica
pocetka hranidbenog tretmana, nego se razvija nakon dugotrajnog narusavanja metabolicke
homeostaze. MDA je zavr$ni produkt peroksidacije lipida i Cesto se koristi kao pokazatel]

oksidacijskog oste¢enja (ANDREYEV isur., 2005; REIS i sur., 2012; MATSUDA i sur., 2013).

Istodobno smanjenje udjela vise PUFA daje tom nalazu dodatno metabolicko znacenje.
PUFA su zbog veceg broja dvostrukih veza osjetljivije na oksidacijsko oStecenje, pa povecana
lipidna peroksidacija mozZe pridonijeti promjenama njihova masnokiselinskog profila
(HULBERT, 2003; AYALA i sur., 2014). Ipak, nizi udjeli PUFA u ovom modelu vjerojatno
odrazavaju zajednicki u€inak promijenjene biokonverzije i oksidacijskog optere¢enja. Zato
MDA 1 masnokiselinski sastav zajedno upucuju na medusobno povezivanje poremecenog

lipidnog metabolizma 1 oksidacijskog stresa tijekom kroni¢nog metaboli¢kog sindroma.

Ekspresija Nfe2l2 pokazala je drukciji vremenski tijek od MDA. Nakon 12 myjeseci
povecana ekspresija u skupinama izlozenima saharozi moze se tumaciti kao kompenzacijski
odgovor na rastuce oksidacijsko optere¢enje. Nakon 24 mjeseca MDA je ostao povisen, dok je
Nfe2l2 u vise skupina bio nizi. NRF2 je klju¢ni regulator transkripcijskog antioksidacijskog
odgovora, a njegova aktivacija predstavlja vazan mehanizam prilagodbe na oksidacijski stres
(TONELLI i sur., 2018). Promjena odnosa Nfe2/2 i MDA tijekom vremena zato upucuje na to
da se kapacitet prilagodbe oksidacijskom optereenju mijenja tijekom dugotrajnog

metabolickog poremecaja.
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Povecanje Tnf-o. u kasnijim fazama pokusa pokazuje da se oksidacijskoj komponenti
metabolickog sindroma pridruzio i upalni odgovor. TNF-a je vazan medijator kroni¢ne upale
niskog stupnja i moze pridonijeti smanjenju inzulinske osjetljivosti (HOTAMISLIGIL i sur.,
1994). U ovom istrazivanju njegova povecana ekspresija pojavila se nakon duljeg metabolickog
opterecenja, Sto je u skladu s postupnim prelaskom od metabolicke prilagodbe prema

kroni¢nom upalnom stanju.

Promjene Tgf-f upucuju na ukljuCivanje dodatnih signalnih putova povezanih s
kroni¢nim oSte¢enjem i1 remodeliranjem tkiva. TGF-B sudjeluje u regulaciji profibroti¢nih
procesa i povezuje metabolicko i upalno opterecenje s odgovorima koji mogu prethoditi
strukturnim promjenama tkiva (PAWLAK i sur., 2015). U ovom radu povecana ekspresija 7gf-
[ u skupinama izloZenima saharozi stoga pokazuje da vrlo dugotrajno metabolicko optereé¢enje
ne zahvaca samo regulaciju glukoze 1 lipida nego aktivira i putove povezane s kronic¢nim

tkivnim odgovorom.

Povezanost promijenjenog masnokiselinskog sastava, lipidne peroksidacije i upalnih
pokazatelja podupiru i rezultati ROSKARIC i sur. (2021). U njihovom modelu fruktoza je bila
povezana s promjenama masnih kiselina, lipidnom peroksidacijom i upalnim odgovorom, dok
je povoljniji sastav prehrambenih masnih kiselina ublaZzio dio tih promjena. U ovom
istrazivanju slican odnos postaje osobito vidljiv nakon 24 mjeseca, §to pokazuje da oksidacijski

1 upalni odgovor predstavljaju kasniju komponentu kronicnog metaboli¢kog opterecenja.
Uc¢inak hrane smanjene energetske vrijednosti s pove¢anim udjelom vlakana

Rezultati LC skupina pokazuju da je hrana smanjene energetske vrijednosti s pove¢anim
udjelom vlakana imala preventivni u¢inak na viSe sastavnica metabolickog poremecaja. Taj se
ucinak najjasnije vidi u povoljnijoj tjelesnoj masi, o€uvanoj inzulinskoj osjetljivosti te u dijelu
masnokiselinskog, oksidacijskog i upalnog odgovora. U¢inak takve prehrane moze se povezati
sa smanjenom energetskom gustoom, vecom sito$¢u i sporijom apsorpcijom hranjivih tvari,
ali 1 s djelovanjem vlakana preko crijevne mikrobiote 1 kratkolan¢anih masnih kiselina (CANI
isur., 2006; DEN BESTEN i sur., 2013; DE VADDER i sur., 2014; DEN BESTEN i sur., 2015;
CRONIN i sur., 2021; DEEHAN i sur., 2024).

Vaznije od samog ucinka LC prehrane bez saharoze jest pitanje zadrzava li takav
hranidbeni rezim povoljan u¢inak kada je metabolicko optere¢enje ve¢ prisutno. Rezultati LC-
HS skupina pokazuju da taj u¢inak postoji, ali nije potpun. Pojedini pokazatelji bili su povoljniji

nego u HS skupinama, no nakon 24 mjeseca LC-HS Zivotinje ipak su razvile poremecaj glukoze
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1 inzulinske osjetljivosti te oksidacijski odgovor. To znac¢i da smanjena energetska vrijednost
hrane nije mogla u cijelosti kompenzirati dugotrajni dodatni unos saharoze, ali je modificirala

intenzitet dijela odgovora.

Na razini lipogeneze isti se odnos vidi kroz MUFA 1 Scdl. LC skupine bez saharoze
nisu pokazivale izrazen lipogeni obrazac karakteristiCan za skupine izlozene saharozi, dok je u
LC-HS skupinama taj obrazac bio prisutan, ali se u pojedinim pokazateljima razlikovao od HS
skupina. To upucuje na to da energetska vrijednost osnovne hrane moze mijenjati lipogeni
odgovor ¢ak 1 kada saharozno opterecenje ostaje prisutno. Takvo djelovanje vazno je za naslov
ovog rada jer pokazuje da razina energije u hrani ne utjece samo na tjelesnu masu nego i na

regulaciju metabolizma masnih kiselina.

Ucinak na PUFA bio je manje jednoznacan. LC prehrana nije u svim skupinama odrzala
ukupne n-3 1 n-6 PUFA na kontrolnim vrijednostima, ali je nakon 24 mjeseca C22:5n-3
pokazivao povoljniji obrazac, osobito u zenki. To pokazuje da preventivni u¢inak LC prehrane
nije jednak za sve dijelove masnokiselinskog metabolizma. Vjerojatnije je da smanjena
energetska vrijednost hrane i veéi udio vlakana mijenjaju ukupno metabolicko okruzenje, a

pojedini metabolicki putovi na tu promjenu odgovaraju razli¢itim intenzitetom.

U cjelini, LC prehranu treba razlikovati prema uvjetima u kojima je primijenjena. Bez
dodatnog saharoznog opterecenja njezin ucinak moze se opisati kao preventivan, jer je sprijecila
ili odgodila razvoj vise obiljeZzja metabolickog sindroma. U prisutnosti HS pokazala je povoljan
metaboliC¢ki ucinak, ali ne potpunu zaStitu. Takva razlika omogucuje preciznije tumacenje
hranidbenog ucinka: smanjena energetska vrijednost hrane s pove¢anim udjelom vlakana moze
ublaziti posljedice metabolickog opterecenja, ali njezin uc¢inak ovisi o trajanju i intenzitetu tog

opterecenja.
Spol i metabolicki odgovor tijekom kroni¢nog metaboli¢kog sindroma

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da spol nije djelovao jednako na sve sastavnice
metabolickog odgovora. Najjasnije se razlikovao vremenski tijek pojedinih promjena: u
muzjaka su se neke nepovoljne promjene, osobito porast tjelesne mase, pojavile ranije, dok su
zenke u ranijim fazama pokazivale povoljniji obrazac. Takav odgovor mozZe se povezati s
djelovanjem estrogena na raspodjelu masnog tkiva, inzulinsku osjetljivost i metabolizam lipida

(JENSEN, 1995; KITSON i sur., 2013; CHERUBINI i sur., 2024).

Medutim, nakon 24 mjeseca poremecaj inzulinske osjetljivosti bio je prisutan i u Zenki

izloZenih saharozi. To pokazuje da povoljniji odgovor Zenskog spola nije predstavljao potpunu
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zastitu, nego prije odgodu razvoja pojedinih metabolickih promjena. Vaznost trajanja pokusa
upravo je u tome Sto omogucuje razlikovanje privremene spolne prednosti od trajne otpornosti
na metabolicko optere¢enje. U ovom modelu vrlo dugotrajna izloZzenost smanjila je dio ranije

vidljivih razlika izmedu spolova.

Spol je bio posebno vazan u metabolizmu dugolan¢anih PUFA. Poznato je da Zenke
imaju veéu sposobnost biosinteze i ocuvanja pojedinih n-3 PUFA, Sto se povezuje s
hormonskom regulacijom desaturaza i elongaza (BURDGE i sur., 2008; ALLESSANDRI i sur.,
2011; CHILDS, 2020). Rezultati C22:5n-3 i promjene Fadsl i Fads2 u ovom istraZivanju
uklapaju se u takav koncept, ali istodobno pokazuju da se odgovor mijenja s hranidbenim
tretmanom i vremenom. Spol stoga nije djelovao kao stalni ¢imbenik istog smjera, nego je

mijenjao nacin na koji se metabolizam masnih kiselina prilagodavao kroni¢nom opterecenju.

Slicno vrijedi 1 za Scdl 1 MUFA. Promjene nisu imale potpuno jednak vremenski
obrazac u muZzjaka i zenki, ali su se nakon 24 mjeseca u skupinama izloZenima saharozi
priblizile istom lipogenom smjeru. To upucuje na to da spol moze modulirati ranu i srednju
fazu lipogenog odgovora, dok vrlo dugotrajno metabolicko opterec¢enje postupno smanjuje dio
tih razlika. Takvo tumacenje odgovara nalazima da se spolne razlike u metabolizmu lipida

mijenjaju ovisno o hormonalnom statusu i metabolickom kontekstu (CHERUBINI i sur., 2024).

Ni oksidacijski 1 upalni odgovor nakon 24 mjeseca nije ostao ograni¢en na muzjake.
Povecani MDA te promjene Nfe2l2, Tnf-a 1 Tgf-p bile su prisutne 1 u Zenki izloZzenih saharozi.
To dodatno pokazuje da zastitni u¢inak Zenskog spola u ovom modelu nije apsolutan. Njegovo
se znacenje prije vidi u sporijem razvoju dijela metabolickih promjena i druk¢ijoj regulaciji

lipogeneze 1 PUFA nego u potpunom sprjecavanju kronicnog metabolickog sindroma.

Promatrajuci rezultate u cjelini, spol 1 razina energije u hrani mijenjali su nacin na koji
se tijekom 24 mjeseca razvijala lipogeneza i druge sastavnice kroni¢nog metabolickog
sindroma. LC prehrana bez saharoze pokazala je preventivni ucinak, dok je u prisutnosti
saharoze zadrzala povoljan metaboli¢ki u¢inak, ali ne i potpunu zastitu. Zenski spol bio je
povezan s kasnijom pojavom dijela metabolickih promjena i druk¢ijim obrascem metabolizma
masnih kiselina, no ta se prednost smanjivala s trajanjem metabolickog opterec¢enja. Takav
ukupni obrazac podupire postavljenu hipotezu i pokazuje da ucinak spola i razine energije u

hrani ovisi o promatranom metabolickom putu i trajanju izlozenosti.
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7. ZAKLJUCCI

Iz rezultata ovog istrazivanja, kojim su ispitani ucinci dugotrajnog unosa saharoze, hrane

smanjene energetske vrijednosti s pove¢anim udjelom vlakana te spola na razvoj i progresiju

metabolickog sindroma u Stakora, moze se zakljuciti sljedece:

1.

Dugotrajni unos 30 % saharoze doveo je do razvoja kroni¢nog metaboli¢kog sindroma,
Sto se ocitovalo povisenom koncentracijom glukoze, pove¢anim vrijednostima HOMA -
IR 1 smanjenim vrijednostima QUICKI.

Saharozom inducirani metaboli¢ki sindrom doveo je do pojacane lipogeneze i
promijenjenog metabolizma masnih kiselina, $to se oc¢itovalo pove¢anom ekspresijom
Scdl 1 ve¢im udjelom palmitoleinske (C16:1n-7) i oleinske kiseline (C18:1n-9) te
promjenama ekspresije Fads! i Fads2 uz smanjen udio linolne (C18:2n-6), arahidonske
(C20:4n-6) 1 dokozatetraenske kiseline (C22:4n-6) te dokozapentaenske (C22:5n-3) 1
dokozaheksaenske kiseline (C22:6n-3).

Kroni¢ni metabolicki sindrom doveo je do povecane lipidne peroksidacije,
promijenjene ekspresije Nfe2/2 te poveCane ekspresije Tnf-o 1 Tgf-f, Sto potvrduje
razvoj oksidacijskog i1 upalnog odgovora te aktivaciju profibroti¢nih signalnih putova.
Prehrana smanjene energetske vrijednosti s povecanim udjelom vlakana ublazila je
razvoj kroni¢nog metabolickog sindroma, §to se ocitovalo niZom tjelesnom masom,
niZom koncentracijom glukoze, niZzim vrijednostima HOMA-IR, vi§im vrijednostima
QUICKI, manjom lipidnom peroksidacijom te veé¢im udjelom dokozapentaenske
kiseline (C22:5n-3).

Zenski spol imao je zastitnu ulogu u razvoju kroni¢nog metabolickog sindroma, §to se
ocitovalo sporijim razvojem pojedinih metabolickih promjena, povoljnijim udjelom
dokozapentaenske kiseline (C22:5n-3) te druk¢ijim obrascem ekspresije Scdl, Fadsl i
Fads?2.

Dobiveni rezultati podupiru postavljenu hipotezu da prehrana smanjene energetske

vrijednosti 1 Zenski spol ublaZzavaju dio metabolickih 1 molekularnih promjena ukljuc¢enih u

razvoj kroni¢nog metaboli¢kog sindroma, pri ¢emu jacina zastitnog ucinka ovisi o trajanju

izlozenosti 1 promatranom metaboli¢kom pokazatelju.
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9. ZIVOTOPIS

Suncica Hestera, djevojacko Serti¢, rodena je 23. srpnja 1996. godine u Zagrebu. Nakon
zavrSene Opce gimnazije u Daruvaru, 2015/2016 upisala je Veterinarski fakultet, Sveucilista u
Zagrebu. Tijekom studija kontinuirano se usavrSavala u podrucju suvremenih laboratorijskih
metoda na Institutu Ruder Boskovié, na Zavodu za molekularnu medicinu u Laboratoriju za
naprednu genomiku, pod vodstvom izv. prof. dr. sc. Jelenom Suran i dr. sc. Josipom Vlainic.
Na Institutu se usavrSila u predklinickom istrazivanju lijekova u razlicitim metodama
molekularne dijagnostike (izolacija DNA, RNA, PCR, RT-PCR), radu sa stani¢nim kulturama

(HaCaT, HEK) te radu s bakterijskim kulturama i laboratorijskim zivotinjama.

Od 2018. godine sudjelovala je na EU projektu ,,SoftVets®, u suradnji s dr. sc. Ladom
Radin na projektu ,,Pan-European Soft Skills for Undergraduate Veterinary Education®.
Sudjelovala je u organizaciji brojnih radionica, medu kojima je i ,,Student Challenge®, kroz
koju je ostvarena suradnja sa Zagrebackom Skolom ekonomije i managementa, ukljucujuci
radionice ,,Entrepreneurial Mindset* i ,,.Design Thinking®. Organizirala je brojne kongrese 1
dogadanja, poput EAEV-a, Veterinary Science and Professions te obiljeZavanja 100. obljetnice
Veterinarskog fakulteta, te predstavljala Fakultet na Risan Lynx Day u ZooloSkom vrtu Grada
Zagreba. Kao studentska suradnica na HKO projektu organizirala je Skolu poduzetnitva.
Diplomski studij zavrSila je 2021. godine stekavsi akademski naziv doktorice veterinarske

medicine.

Nakon zavrSetka studija zaposlila se na Zavodu za bolesti peradi Veterinarskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu gdje je sudjelovala u radu molekularnog laboratorija. Nakon toga
nastavlja karijerni put u farmaceutskoj industriji u podrucju bioloskih biosli¢nih lijekova. Od
2022. godine polaznica je Doktorskog studija Veterinarskog fakulteta, dok od 2023. godine
postaje doktorand stipendist Veterinarskog fakulteta, pod mentorstvom prof. dr. sc. u trajnom

izboru Tomislava MaSeka i izv. prof. dr. sc. Kristine Starcevic.

Tijekom doktorskog studija sudjeluje u istrazivanjima mentora na Zavodu za prehranu
1 dijetetiku Zivotinja 1 Zavodu za kemiju 1 biokemiju, usmjerenih na metabolizam lipida, masnih
kiselina i antioksidativne mehanizme. U okviru doktorskog studija, aktivno sudjeluje na
medunarodnom sudjelovanju Krmiva (2023-2025.), kako i1 na International Symposium on

Lipid Oxidation and Antioxidants u Bologni te Global Congress on Food & Nutrition u Portu.

&3



Rezultate svog znanstveno- istrazivackog rada objavila je kao autorica i koautorica u

ukupno 19 priloga s znanstvenih skupova i 3 znanstvena rada.
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