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izv. prof. dr. sc. Ana Shek Vugrovecki

Izv. prof. dr. sc. Ana Shek Vugrovecki zaposlena je na Zavodu za fiziologiju i radiobiologiju
Veterinarski fakultet SveuciliSta u Zagrebu, gdje sudjeluje u nastavi i znanstveno-istrazivaCkom
radu u podrucju veterinarske fiziologije. Diplomirala je 2006. godine, a doktorski stupanj stekla

je 2015. godine obranom disertacije iz podrucja pretklinickih znanosti.

U svom znanstvenom radu bavi se analizom i interpretacijom uzoraka krvi i tkiva u domacih i
divljih zivotinja. Njezina istrazivanja obuhvacaju hematoloSke 1 fizioloske pokazatelje, s
posebnim naglaskom na istraZivanje hematoloskih pokazatelja i oksidativnog statusa. U novije
vrijeme usmjerena je na istrazivanja gmazova, ukljucujuci analizu krvnih parametara i tkivnih

obiljezja te njihovu fiziolosku interpretaciju.

Sudjelovala je u viSe znanstvenih projekata financiranih od strane nacionalnih i medunarodnih
institucija te aktivno doprinosi akademskoj zajednici kroz nastavu, mentoriranje i organizaciju
znanstvenih skupova. Autorica je i koautorica niza znanstvenih i stru¢nih radova u podrucju

veterinarske fiziologije.
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Rico. Studij Biologije je zapo&ela 2001. na Sveuéilistu u Navarri, Pamplona, Spanjolska. U
Hrvatsku se doselila 2003. te na Sveucilistu u Zagrebu zavrSava studij molekularne biologije.
Diplomski rad izradila je pod vodstvom dr. sc. Sonje Levanat u Laboratoriju za nasljedni rak,
Zavoda za molekularnu medicinu Instituta Ruder Boskovi¢. Godine 2012., magistrirala je
Bioetiku na Sveu¢ilistu u Navarri, Spanjolska. Godine 2013. doktorirala je na Bioloskom
odsjeku, Prirodoslovno-matematickog fakulteta pod vodstvom prof. dr. sc. Dubravke
Hranilovi¢ s radom pod naslovom ,,Utjecaj perinatalne primjene prekursora sinteze ili inhibitora
razgradnje serotonina na serotoninsku homeostazu u odraslih $takora®. Od sije¢nja 2008.
godine zaposlena je u Zavodu za animalnu fiziologiju Bioloskog odsjeka, Prirodoslovno-
matematickog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu prvo kao znanstvena novakinja-asistent, zatim

kao poslijedoktorandica i docentica, a od 2024. kao izvanredna profesorica.

Istrazuje monoaminske sustave i njihovu ulogu u oblikovanju razvoja, ponasanja i fiziologije.
Kombinira neurokemijske i bihevioralne pristupe s analizama gena uklju¢enih u monoaminski
i glukokortikoidni sustav kako bi razjasnila utjecaj okolisnih ¢imbenika, razvojnih faza i
ekoloskog konteksta na neurobioloske 1 stresne odgovore. U svom radu koristi komparativne
modele — gustere roda Podarcis za neuroetoloska i invazijska istrazivanja te Stakore i ljudske
populacije za translacijska istrazivanja. Intenzivno suraduje s istraZzivaCima iz Hrvatske i
inozemstva: s Farmaceutsko-biokemijskim i Veterinarskim fakultetom, Institutom za
antropologiju, Institutom Ruder BoSkovi¢, Hrvatskim institutom za istrazivanje mozga,

Sveucilistem u Buenos Airesu te SveucéiliStem Ludwig-Maximilian u Miinchenu.

Sudjelovala je u provedbi vise nacionalnih i medunarodnih projekata (MZOS, HrZZ, MZOS-
DAAD). Vodila je Uspostavni istrazivacki projekt Hrvatske zaklade za znanost ,,Dopaminska
regulacija kompetitivnog ponaSanja gustera Podarcis siculus 1 Podarcis melisellensis* i stru¢ni
projekt ,,Provedba i unapredenje strucne prakse na PMF-u - ProSPer PMF*“ kojim je
uspostavljen Karijerni centar PMFa te manifestaciju WorkIn’ Science. Pokrenula je i odrzava

te¢aj LabAnim za osposobljavanje osoba koje rade s pokusnim Zivotinjama.

Koautorica je 23 znanstvena rada u ¢asopisima indeksiranim u bazi Web of Science, a rezultate

svojih istrazivanja prezentirala je na brojnim medunarodnim kongresima. Do sada je bila



(swnositeljica kolegija Laboratorijske zivotinje u bioloskim istrazivanjima i1 Kronike
znanstvenih istrazivanja u fiziologiji na prijediplomskom studiju, kolegija Bioetika,
Laboratorijske zivotinje u znanosti, Neuroimunologija, Primijenjena animalna fiziologija,
Stru¢na praksa 1 Zdravstveni odgoj na diplomskom studiju pri BioloSkom odsjeku,
Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu. Bila je mentorica 8 zavr$nih
radova, 22 diplomska rada i dvije doktorske disertacije. Clanica je Hrvatskog drustva za
neuroznanost, Hrvatskog drustva za znanost o laboratorijskim zivotinjama, International
society of education in animal sciences te institucionalnog povjerenstva za bioetiku i dobrobit

zivotinja. Tecno govori §panjolski, engleski i hrvatski jezik.
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sc. Sofiji Ani Blazevi¢, na pruzenoj podrsci, razumijevanju, strucnim savjetima i kontinuiranom

vodstvu tijekom izrade ovog doktorskog rada.

Posebnu i iskrenu zahvalnost Zelim izraziti izv. prof. dr. sc. Lani Paden, cija je pomo¢ tijekom
izrade ovog doktorata bila nemjerljiva. Hvala joj na nesebicnom vremenu, strpljenju i trudu
ulozenom u obradu uzoraka, objasnjavanje rezultata i podataka, pomoc pri razumijevanju
metoda i interpretaciji dobivenih rezultata, kao i na brojnim korisnim komentarima i savjetima
tifekom cijelog istrazivanja. Njezina strucnost, pristupacnost i kontinuirana podrska bile su od

neprocjenjive vaznosti te su uvelike olaksale svaki korak izrade ovog rada.

Veliku zahvalnost upucujem i prof. dr. sc. Jasni Aladrovi¢ na velikoj pomoci pri oblikovanju
teme doktorata, obradi uzoraka te na strucnim savjetima i smjernicama koje su znacajno

doprinijele kvaliteti ovog istrazivanja.

Takoder zahvaljujem doc. dr. sc. Jadranki Pejakovi¢ Hlede na pomoci u laboratorijskom dijelu
rada, kao i studentici Kristini Popovi¢ na pomoci pri tehnickoj obradi rezultata i ulozenom

trudu tijekom istraZivanja.

Posebno zahvaljujem prof. dr. sc. KreSimiru Severinu i Tomislavu Gojaku na pomoci pri
statistickoj obradi podataka doktorskog rada te strucnim savjetima vezanim uz interpretaciju

rezultata.

Od srca zahvaljujem svim kolegama, prijateljima i clanovima obitelji na podrsci, razumijevanju

i ohrabrenju tijekom izrade doktorskog rada.

Na kraju, ovaj doktorat posvecujem svojoj supruzi Valentini, koja je bila uz mene od samog
pocetka do kraja ovog puta. Hvala ti na bezuvjetnoj ljubavi, strpljenju, razumijevanju i podrsci

u svakom trenutku. Bit ¢e toga jos...



SAZETAK

Oksidativni status i masnokiselinski sastav razli¢itih tkiva primorske (Podarcis siculus) i

krske (Podarcis melisellensis) gusterice na podrué¢ju Dalmacije

Oksidativni status i sastav masnih kiselina vazni su pokazatelji fizioloSkog stanja
organizma te odrazavaju metabolicke procese i prilagodbe na okolisne uvjete. U ektotermnih
kraljeznjaka, poput guStera, promjene u sastavu lipida i ravnotezi izmedu oksidativnih i
antioksidativnih procesa imaju vaznu ulogu u odrzavanju stani¢ne funkcije i1 stabilnosti
bioloskih membrana. Podaci o povezanosti oksidativnog statusa i masnokiselinskog sastava
razli¢itih tkiva kod srodnih vrsta gustera su oskudna. Stoga je cilj ovoga istrazivanja bio utvrditi
oksidativni status i sastav masnih kiselina u razli¢itim tkivima primorske gusterice (Podarcis
siculus; n = 60) i krske gusterice (Podarcis melisellensis; n = 66) s podru¢ja Dalmacije te
procijeniti razlike u masnokiselinskom sastavi i parametrima oksidativnog statusa koje
potencijalno mogu predstavljati prilagodbu na razli¢ite okolisne uvjete. U istrazivanju su
analizirani uzorci srca, mozga, jetre, mi$i¢nog i masnog tkiva obje vrste guStera. Oksidativni
status procijenjen je odredivanjem pokazatelja oksidativnog stresa i antioksidativne obrane,
ukljucujuéi derivate reaktivnih kisikovih metabolita (d-ROM), bioloski antioksidativni
potencijal (BAP), superoksid dismutazu (SOD) i glutation-peroksidazu (GSH-Px). Sastav
masnih Kiselina odreden je analizom udjela zasi¢enih (SFA), jednostruko nezasi¢enih (MUFA)
i viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA). Posebna pozornost usmjerena je na omjere
nezasi¢enih i zasi¢enih masnih kiselina (UFA/SFA) te PUFA/SFA, kao pokazatelje
funkcionalnih svojstava bioloskih membrana i metabolicke fleksibilnosti. Rezultati istrazivanja
pokazali su razlike u oksidativnom statusu i masnokiselinskom sastavu izmedu analiziranih
tkiva i izmedu dviju vrsta gustera. U tkivima primorske gusterice (P. siculus) utvrdene su vise
vrijednosti PUFA/SFA i UFA/SFA omjera, dok su u tkivima krske gusterice (P. melisellensis)
utvrdene visSe aktivnosti antioksidativnih enzima SOD 1 GSH-Px. Utvrdene razlike upucuju na
vrsno-specifi¢ne razlike u regulaciji lipidnog sastava i oksidativno-antioksidativnoj ravnotezi.
Dobiveni rezultati prosiruju postojeca saznanja o povezanosti masnokiselinskog sastava tkiva i
oksidativnog statusa u gmazova te upucuju na vaznost integriranog pristupa u proucavanju

fizioloSke regulacije 1 metabolic¢kih procesa u ektotermnih kraljeznjaka.

Kljuéne rije¢i: antioksidativni sustav, masne Kiseline, oksidativni stres, Podarcis

melisellensis, Podarcis siculus



EXTENDED ABSTRACT

Oxidative status and fatty acid composition of different tissues of italian (Podarcis

siculus) and dalmatian (Podarcis melisellensis) wall lizards in Dalmatia

Introduction

The Italian wall lizard (Podarcis siculus) and the Dalmatian wall lizard (Podarcis
melisellensis) are two closely related lacertid species that coexist throughout large parts of the
eastern Adriatic region. Although they share similar habitats and morphological characteristics,
important ecological differences have been described between them. Podarcis siculus is widely
recognized as a highly adaptable and opportunistic species capable of colonizing a broad range
of habitats, including urban, agricultural, and natural environments. In many parts of its
distribution range, it has demonstrated considerable invasive potential and competitive
superiority over related lacertid species. In contrast, P. melisellensis is generally considered
more habitat-specific and less successful in colonizing novel environments. The coexistence of
these two species provides an excellent opportunity to investigate physiological mechanisms

that may contribute to differences in ecological performance and adaptive capacity.

One of the physiological systems potentially involved in environmental adaptation is
the regulation of oxidative status. Reactive oxygen species (ROS) are continuously generated
during normal aerobic metabolism and perform important signaling functions. However,
excessive ROS production may result in oxidative damage to lipids, proteins, and nucleic acids.
To counteract these effects, organisms rely on a complex antioxidant defense system consisting
of enzymatic and non-enzymatic components. Enzymes such as superoxide dismutase (SOD)
and glutathione peroxidase (GSH-Px) play a central role in maintaining cellular redox
homeostasis, while parameters such as biological antioxidant potential (BAP), reactive oxygen
metabolites (d-ROM), and the oxidative stress index (OSi) provide valuable information

regarding the balance between oxidant production and antioxidant protection.

Because reptiles are ectothermic organisms whose physiology is strongly influenced by
environmental conditions, oxidative status is considered an important indicator of physiological
performance and adaptive responses. Environmental temperature, food availability,

reproductive activity, and other ecological factors may influence ROS production and



antioxidant defense mechanisms. Consequently, differences in oxidative status may reflect
distinct physiological strategies among species occupying similar habitats.

Fatty acids represent another key component of physiological adaptation. They serve as
major energy reserves, structural elements of cellular membranes, and precursors of numerous
biologically active compounds. The relative proportions of saturated (SFA), monounsaturated
(MUFA), and polyunsaturated fatty acids (PUFA) influence membrane fluidity, metabolic
activity, and cellular function. Tissue fatty acid composition is affected by diet, metabolism,
environmental conditions, and species-specific physiological characteristics. In addition to their
structural and energetic roles, fatty acids are closely associated with oxidative processes.
Polyunsaturated fatty acids, although essential for membrane function and cellular signaling,
are particularly susceptible to oxidative damage because of their multiple double bonds.
Consequently, lipid composition and antioxidant defense systems are functionally
interconnected and may jointly reflect physiological adaptations to environmental challenges.

Despite the ecological importance of both P. siculus and P. melisellensis, information
regarding their tissue fatty acid composition and oxidative status remains extremely limited.
Furthermore, no previous study has simultaneously examined these two physiological systems
in multiple tissues of both species under controlled environmental conditions. Therefore, the
present study investigated tissue-specific fatty acid composition and oxidative status parameters
in P. siculus and P. melisellensis originating from sympatric populations in Dalmatia. By
integrating lipid composition and oxidative status analyses, this research aimed to provide new
insights into species-specific physiological regulation and potential adaptive mechanisms in

these two ecologically important lizard species.
Aim of the Study

The aim of this study was to investigate tissue-specific fatty acid composition and
oxidative status in the Italian wall lizard (Podarcis siculus) and the Dalmatian wall lizard
(Podarcis melisellensis) originating from sympatric populations in Dalmatia, and to evaluate
potential species-specific physiological differences associated with lipid metabolism and redox

regulation.
Hypothesis

Based on the assumption that physiological differences between the two species may be
reflected in tissue fatty acid composition and oxidative status parameters, it was hypothesized



that fatty acid composition and oxidative status indicators differ between P. siculus and P.

melisellensis originating from the same localities in Dalmatia.
General Objective

To determine and compare the fatty acid composition of different tissues and organs and
to assess oxidative status in the liver and skeletal muscle of male and female Italian wall lizards
(Podarcis siculus) and Dalmatian wall lizards (Podarcis melisellensis) collected from three
localities in Dalmatia (Pag, Sinj, and Knin).

Specific Objectives

1. To determine the fatty acid composition of homogenized samples of skeletal muscle,

adipose tissue, heart, liver, and brain.

2. To compare fatty acid composition among analyzed tissues and organs with respect to

species, sex, and locality.
3. To determine oxidative status parameters in liver and skeletal muscle tissue.

4. To compare oxidative status parameters in liver and skeletal muscle with respect to

species, sex, and locality.
Material and methods

A total of 126 adult lizards from coexisting populations of P. siculus and P. melisellensis
were collected from three locations in Dalmatia (Pag, Sinj, and Knin), with equal representation
of species and sex (30 males and 30 females per species). Animals were captured by noose,
transported individually, and housed under controlled laboratory conditions for three months,
with regulated temperature (2025 °C), humidity (40-60%), and a 12 h light—dark cycle. All
individuals were fed a standardized diet of live crickets supplemented with calcium and
vitamins. Following acclimation, animals were euthanized, and tissue samples (liver, heart,
brain, abdominal fat bodies, and hindlimb muscle) were collected and stored at —20 °C until
analysis. Tissue homogenates were prepared for biochemical analyses. Oxidative status was
assessed by measuring the activities of superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase
(GSH-Px), as well as biological antioxidant potential (BAP) and reactive oxygen metabolites
(d-ROM), using commercial assay Kits. The oxidative stress index (OSi) was calculated as the
ratio of d-ROM to BAP. Total lipids were extracted using a modified Folch method, followed

by transesterification to obtain fatty acid methyl esters. Fatty acid composition was determined



using gas chromatography with flame ionization detection. Statistical analyses were performed
in R. Tissue-specific linear models were used to assess the effects of species, sex and locality
on grouped fatty acid indices and oxidative stress markers, with HC3 heteroscedasticity-
consistent standard errors and Benjamini—Hochberg correction for multiple testing. Individual
fatty acid profiles were further analysed as compositional data using centred log-ratio
transformation, followed by PERMANOVA, PERMDISP and linear discriminant analysis.

Results

The results revealed pronounced tissue-specific differences in fatty acid composition in
both species, despite identical environmental and dietary conditions. Metabolically active and
storage tissues, particularly the liver and abdominal fat bodies, showed the most prominent
interspecific differences, whereas the brain, heart, and muscle tissues exhibited more conserved
lipid profiles. In the liver and adipose tissue, P. siculus consistently displayed higher
proportions of unsaturated fatty acids, including polyunsaturated fatty acids (PUFA), as well as
higher UFA/SFA and PUFA/SFA ratios. In contrast, P. melisellensis showed a higher
proportion of saturated fatty acids (SFA), indicating a more saturated lipid profile. Differences
in desaturation indices further suggested species-specific variation in lipid metabolism and
enzymatic activity. In brain tissue, interspecific differences were less pronounced, reflecting
tighter regulation of membrane lipid composition, although a slightly higher degree of
unsaturation was still observed in P. siculus. Muscle and heart tissues exhibited minimal
variation between species. Analysis of oxidative status parameters showed that P. melisellensis
generally had higher activities of enzymatic antioxidants (SOD and GSH-Px), whereas P.
siculus exhibited higher values of biological antioxidant potential (BAP) in certain cases.
Despite these differences, concentrations of reactive oxygen metabolites (d-ROM) and the
oxidative stress index (OSi) did not differ significantly between species.

Discussion

The present study demonstrated pronounced tissue-specific organization of fatty acids
in both Podarcis species. Despite identical housing conditions and standardized feeding during
the acclimation period, clear differences in fatty acid composition were observed among tissues,
indicating that lipid profiles are primarily determined by tissue function rather than dietary
intake alone. The liver and abdominal fat bodies exhibited the highest degree of variability,
whereas the brain, heart, and skeletal muscle maintained more conserved fatty acid profiles.

Such patterns are consistent with the distinct physiological roles of these tissues, as liver and



adipose tissue are central sites of lipid synthesis, storage, mobilization, and redistribution, while
neural and contractile tissues require a more stable membrane composition to maintain

functional integrity.

The most pronounced interspecific differences were observed in the liver and adipose
tissue. Podarcis siculus consistently exhibited higher proportions of unsaturated fatty acids,
particularly polyunsaturated fatty acids (PUFA), as well as higher UFA/SFA and PUFA/SFA
ratios. In contrast, P. melisellensis displayed a more saturated lipid profile characterized by
higher proportions of saturated fatty acids (SFA). These findings suggest differences in lipid
metabolism and membrane organization between the two species. A higher degree of lipid
unsaturation is generally associated with increased membrane fluidity and metabolic flexibility,
whereas a higher proportion of SFA may contribute to greater structural stability and lower
susceptibility to lipid peroxidation. The relatively stable fatty acid composition observed in
brain tissue further supports the concept that functionally critical tissues maintain tighter

homeostatic regulation than tissues primarily involved in energy metabolism and storage.

The analysis of oxidative status revealed species-specific differences in antioxidant
defense strategies. Podarcis melisellensis generally exhibited higher activities of the
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and glutathione peroxidase (GSH-PXx),
whereas P. siculus showed higher biological antioxidant potential (BAP) in liver and skeletal
muscle. These results suggest that the two species may rely on different combinations of
enzymatic and non-enzymatic antioxidant mechanisms to maintain redox homeostasis.
Importantly, despite differences in antioxidant responses, reactive oxygen metabolite
concentrations (d-ROM) and oxidative stress index (OSi) values remained largely similar
between species. This finding indicates that both species successfully maintain oxidative
balance, although through partially different physiological pathways.

When fatty acid composition and oxidative status are considered together, a consistent
pattern emerges. The higher degree of lipid unsaturation observed in P. siculus was
accompanied by a greater contribution of non-enzymatic antioxidant defenses, whereas the
more saturated lipid profile of P. melisellensis was associated with stronger enzymatic
antioxidant activity. These results support the hypothesis that lipid metabolism and antioxidant
regulation represent interconnected components of physiological adaptation. Differences in
membrane lipid composition may influence susceptibility to oxidative damage, while

corresponding adjustments in antioxidant defenses help maintain cellular homeostasis.



From a broader ecological perspective, the observed physiological differences may
contribute to the distinct ecological characteristics of the two species. Podarcis siculus is widely
recognized for its ecological plasticity and successful colonization of novel environments.
Although the present study does not directly demonstrate a causal relationship between
physiological traits and invasive potential, the combination of a more unsaturated lipid profile
and distinct antioxidant characteristics may represent one of several mechanisms contributing
to adaptive flexibility. Future studies incorporating environmental manipulations, seasonal
variation, and molecular approaches are needed to further clarify the ecological significance of

the observed differences.
Conclusion

This study demonstrated clear species-specific differences in fatty acid composition and
oxidative status between P. siculus and P. melisellensis. Fatty acid profiles showed pronounced
tissue specificity, with the greatest interspecific differences occurring in the liver and adipose
tissue. Podarcis siculus was characterized by a higher degree of lipid unsaturation, whereas P.

melisellensis exhibited a more saturated lipid profile.

Oxidative status analyses revealed higher activities of enzymatic antioxidants (SOD and
GSH-Px) in P. melisellensis and higher biological antioxidant potential (BAP) in P. siculus.
Despite these differences, oxidative damage indicators remained largely similar between
species, indicating effective maintenance of redox homeostasis through different physiological

mechanisms.

The combined analysis of lipid composition and oxidative status supports the hypothesis
that the two species differ in the regulation of lipid metabolism and antioxidant defense. These
findings contribute to a better understanding of physiological adaptations in reptiles and provide
a foundation for future studies investigating the links between metabolism, oxidative balance,
and ecological performance in ectothermic vertebrates.

Key words: antioxidant system, fatty acids, oxidative stress, Podarcis melisellensis,

Podarcis siculus
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plinska kromatografija (engl. gas chromatography)

glutation peroksidaza (engl. glutathione peroxidase)

masne kiseline

jednostruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. monounsaturated fatty acids)
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PERMANOVA permutacijska multivarijatna analiza varijance (engl. permutational
multivariate analysis of variance,
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visestruko nezasi¢ene masne kiseline (engl. polyunsaturated fatty acids)
zasi¢ene masne kiseline (engl. saturated fatty acids)

superoksid dismutaza (engl. superoxide dismutase)

nezasi¢ene masne kiseline (engl. unsaturated fatty acids)

Podarcis melisellensis

Podarecis siculus

muzjak
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1. UvOD

Na istoénom Jadranu koegzistiraju dvije vrste guStera: primorska gusterica (Podarcis
siculus) i krska gusterica (Podarcis melisellensis). Podarcis siculus je oportunisticka vrsta,
prilagodena razli¢itim staniStima (CORTI i CASCIO, 2002.; ROCHA, 2022.). Ova vrsta
redovito pokazuje veéi invazivni potencijal u odnosu na vecéinu drugih vrsta iste porodice,
ukljucujuéi P. melisellensis, koja joj je filogenetski bliska i posjeduje sliéne morfoloske
osobine. Medutim, na istocnoj obali Jadrana obje vrste koegzistiraju, Sto otvara pitanje njihove
ekoloske interakcije 1 adaptacijskih mehanizama. Istrazivanja interspecijske kompeticije
provedena u zatoceni$tvu pokazala su izrazeniju agresivnost vrste P. siculus (LIMNIOS i sur.,
2022.). Zbog svoje sposobnosti prilagodbe na razli¢ite okolisne uvjete, P. siculus predstavlja
dobar model za istrazivanje adaptacija, ukljuujuci one vezane uz oksidativni stres (OS) i

masnokiselinski sastav tkiva.

Oksidativni stres proizlazi iz neravnoteze izmedu proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva
(ROS) 1 antioksidativne obrane organizma, pri ¢emu ROS mogu uzrokovati oStecenja
deoksiribonukleinske kiseline (DNK), lipida i proteina te na taj nain utjecati na fizioloske
funkcije (VALDIVIA i sur., 2007.).Antioksidativni sustav sastoji se od enzimskih i
neenzimskih komponenti, ukljuc¢ujuéi superoksid dismutazu (SOD) i1 glutation peroksidazu
(GSH-Px), koje imaju klju¢nu ulogu u neutralizaciji ROS-a (DEVASAGAYAM i sur., 2004.).
Pokazatelji poput derivata reaktivnih metabolita kisika (d-ROM), koji odrazavaju razinu
oksidativnih oStecenja, te bioloSkog antioksidativnog potencijala (BAP), koji ukazuje na ukupni
antioksidativni kapacitet, koriste se za procjenu oksidativnog statusa organizma (GIORDANO
i sur., 2015.). Omjer BAP-a i d-ROM-a, poznat kao indeks oksidativnog stresa (OSi), sve se
ceS¢e primjenjuje kao biomarker za procjenu rizika od oksidativnog stresa u Zivotinja
(ABUELO i sur., 2013.). Stoga se oksidativni status moze smatrati osjetljivim pokazateljem
fizioloskog odgovora organizma na okoli$ne 1 ekoloske ¢cimbenike. Dosadas$nja istrazivanja OS-
a kod gmazova su oskudna, a podaci o OS-u u tkivima P. siculus i P. melisellensis potpuno
nedostaju.

Masne kiseline (MK) imaju klju¢nu ulogu u metabolizmu energije, imunoloskoj funkciji i
odrZavanju homeostaze. Sastav MK u tkivima moZe odraZavati prehrambeni status, fiziolosko
stanje i prilagodbe organizma na okolisne uvjete (HULBERT i sur., 2005.; VRANKOVIC i
sur., 2017.). Omjer razli¢itih MK, poput omjera n-3 i n-6, takoder moze biti pokazatelj
nutritivnog i zdravstvenog statusa (DASS i sur., 2021.). Prethodna istrazivanja pokazala su da
promjene u sastavu MK mogu biti povezane s ¢imbenicima poput stresa, dobi i temperature
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okolisa (SHEN 1 GAO, 2005.; SAMEE 1 sur., 2019.). Masnokiselinski sastav tkiva vrsta P.
siculus i P. melisellensis do sada nije istrazen, §to odrazava opcenito ograni¢enu dostupnost
podataka 0 masnim kiselinama kod gmazova.

S obzirom na ekoloske i fizioloSke razlike izmedu P. siculus i P. melisellensis, cilj ovog
istrazivanja bio je analizirati parametre oksidativnog statusa (GSH-Px, SOD, BAP i d-ROM) te

masnokiselinski sastav u razli¢itim tkivima kod ovih dviju vrsta gustera s podrucja Dalmacije.



2. PREGLED DOSADASNJIH ISTRAZIVANJA

2.1. Primorska i krSka gusSterica

Primorska gusterica (Podarcis siculus (Rafinesque-Schmaltz, 1810.)) oportunisti¢ka je
vrsta s velikom ekoloskom tolerancijom i Sirokim arealom rasprostranjenosti (GORMAN i sur.,
1975.). Duljina tijela moze dose¢i do 9 cm duljine od vrha njuske do otvora kloake, s lednom
bojom koja varira od zelene do smede te prugastim uzorkom tamnijih i svjetlijih linija ili nizom
toCaka. Premda je ovo najcesca boja, vrsta pokazuje znatnu geografsku varijabilnost obojenosti,
osobito medu oto¢nim populacijama (ARNOLD i OVENDEN, 2002.; JELIC i sur., 2015.;
GLOGOSKI, 2023.). Ventralna strana obi¢no je bijela ili sivkasta, no moze biti i zelena ili
narancCasta, s plavim ljuskama na lateralnim stranama koje sluze za komunikaciju unutar i
izmedu vrsta (CARRETERO, 2002.; PEREZ i DE LANUZA i sur., 2014.). Kod ove vrste
izrazen je spolni dimorfizam: muzjaci su veéi, imaju Siru glavu i dulji rep (ARNOLD 1
OVENDEN, 2002.) (Slika 1.). Muzjaci spolnu zrelost postizu nakon godinu dana, dok Zenke
dosezu spolnu zrelost unutar 1-2 godine. Vrsta je oviparna, a Zenke mogu polagati vise legla
od 5-6 jaja tijekom sezone (CAPULA i sur.,, 1993.; ARNOLD i OVENDEN, 2002.;
GLOGOSKI, 2023.).



444444

Podarcis siculus

Podarcis siculus

Slika 1. Prikaz fenotipa muzjaka i Zenke vrste Podarcis siculus. Preuzeto i
prilagodeno prema SPEYBROECK (2016).

Primorska gusterica je heliotermna vrsta koja aktivno traZi hranu i naseljava razlicita
staniSta, ukljucujuci travnjake, makiju, otvorene Sume, poljoprivredna zemljiSta, stjenovita i
urbana podru¢ja (ARNOLD i OVENDEN, 2002.). Hrani se prvenstveno beskraljeSnjacima,
iako povremeno konzumira biljke (ZUFFI i GIANNELLIL, 2013.; MACAT i sur., 2015.).
Odredene populacije unose vece koli¢ine biljne hrane, ukljucujuéi sjemenke, listove, pupoljke
i mladice (ZUFFI i GIANNELLI, 2013.). Takoder su zabiljezeni slucajevi kanibalizma,
uklju¢ujuéi 1 kanibalizam mladunaca (CAPULA 1 sur., 1993.; GRANO 1 sur., 2011.;
RUGIERO, 1994.).

Iako ova vrsta potjeCe iz Apeninskog poluotoka, smatra se autohtonom za isto¢nu
jadransku obalu i njezine otoke, Francusku, Siciliju, Sardiniju i Korziku (PODNAR i sur.,
2005.). Zbog svoje prilagodljivosti 1 invazivnosti, proSirila se na Portugal, Ujedinjeno
Kraljevstvo, Gréku, Tursku i Sjedinjene Ameri¢ke Drzave (JELIC i sur., 2015.; KOLBE i sur.,
2013.; SILVA-ROCHA i sur., 2014.). Dokumentirani su i slu¢ajevi hibridizacije s bliskim
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vrstama, ukljucujuéi sicilijanskog zidnog gustera (Podarcis waglerianus), eolskog zidnog
gustera (Podarcis raffonei) i tirenskog zidnog gustera (Podarcis tiliguerta) (CAPULA i sur.,
1993.; CAPULA, 2002.).

Krska gusterica (Podarcis melisellensis (Braun, 1877.)) endemska je vrsta isto¢ne
jadranske obale i njezinih otoka (ARNOLD i OVENDEN, 2002.; JELIC i sur., 2015 ).
Naseljava razli¢ita suncana i suha staniSta s razvijenom grmolikom i zeljastom vegetacijom,
ukljucujuéi kamenjare, travnjake, makiju, rijetke Sume, obalne litice, pasnjake te antropogena
stani$ta poput maslinika, vinograda i suhozida (TIEDEMANN i HENLE, 1986.; JELIC i sur.,
2015.; SPEYBROECK i sur., 2016.). Za razliku od vrste P. siculus, nije zabiljezena kao
invazivna vrsta niti je Cesto prisutna u izrazito urbaniziranim sredinama. Vertikalna
rasprostranjenost vec¢ine populacija seZe od razine mora do priblizno 1000 m nadmorske visine,
iako su pojedine populacije zabiljeZene i na ve¢im nadmorskim visinama (AJTIC i sur., 2009.;
SPEYBROECK i sur., 2016.). Duljina tijela obi¢no doseze oko 6,5 cm od vrha njuske do otvora
kloake (ARNOLD i sur., 2007.). Ledna strana tijela najcesce je smede, sive ili maslinastozelene
boje s izrazenim uzduznim prugama, a povremeno su prisutne i jednoli¢no obojene jedinke
(SPEYBROECK 1 sur., 2016.). Vrsta pokazuje spolni dimorfizam, pri ¢emu su muZjaci veci i
dominantniji od Zzenki. Hrani se prvenstveno beskraljeznjacima, dok biljni materijal ¢ini manji
dio prehrane, a sastav prehrane ovisi o dostupnosti resursa unutar stanista (JELIC i sur., 2015.;
SPEYBROECK i sur., 2016.). Odrasli muzjaci konzumiraju krupniji plijen u odnosu na Zenke
1 juvenilne jedinke, a zabiljeZeni su 1 rijetki slucajevi kanibalizma (TIEDEMANN i1 HENLE,
1986.) (Slika 2.). Aktivna je uglavnom od veljace do studenoga, dok na pojedinim otocima
moze biti aktivna tijekom cijele godine (JELIC i sur., 2015.; SPEYBROECK i sur., 2016.).
Vrsta je oviparna, a zenke tijekom reproduktivne sezone polazu 1 do 3 legla s najceScée 2 do 8

jaja (BEJAKOVIC i sur., 1995.; ARNOLD i sur., 2007.).



Podarcis melisellensis

Slika 2. Prikaz fenotipa muzjaka i Zenke vrste Podarcis melisellensis. Preuzeto i
prilagodeno prema SPEYBROECK (2016).

Unato¢ razlikama u ekoloskim preferencijama i1 stupnju prilagodbe antropogenim
staniStima, obje vrste ¢esto nastanjuju poljoprivredna podrucja poput maslinika, vinograda i
kamenih zidova (GRBAC i BAUWENS, 2001.; HUYGHE i sur., 2007.; HUYGHE i sur.,
2009.; GLOGOSKI i sur., 2024.). Na kopnu i veéim otocima obje vrste Gesto dijele staniste,
dok na manjim otocima obic¢no prevladava samo jedna vrsta (NEVO i sur., 1972.; GORMAN i
sur., 1975.; RAYNOR, 1989.). P. siculus pokazuje agresivniju i dominantniju prirodu, ¢esto
iskljuCujuéi iz staniSta P. melisellensis i druge vrste roda Podarcis (NEVO i sur., 1972,
DOWNES i BAUWENS, 2002.; DAMAS-MOREIRA i sur., 2020.). lako se P. siculus i P.
melisellensis nalaze u koegzistenciji, kompetitivno iskljué¢ivanje P. siculus prema P.
melisellensis dokumentirano je u odredenim okolisnim uvjetima (NEVO i sur., 1972.; HERREL
i sur., 2008.) te potvrdeno u laboratorijskim uvjetima (DOWNES i BAUWENS, 2002.).

Vrsta P. siculus cesto je predmet istrazivanja ponasanja. Primjerice, u istrazivanjima
sposobnosti prepoznavanja prisutnosti predatora putem kemijskih tragova i izbjegavanja
opasnosti testirano je ponaSanje vrste P. siculus na prisutnost kemijskih tragova zmija Coluber
viridiflavus i Natrix maura. lako populacije gustera nisu dijelile staniste s vrstom N. maura,
pokazale su sposobnost razlikovanja kemijskih tragova predatorske vrste C. viridiflavus od

tragova nepredatorske vrste N. maura te su izbjegavale podrucja obiljezena kemijskim



tragovima predatorske zmije (VAN DAMME i1 QUICK, 2001.). IstraZivanja provedena u Italiji
pokazala su da gusteri pod utjecajem razli¢itih mikrostaniSta pokazuju razliCite strategije
bijega, pri ¢emu preferiraju sigurna utocista poput stabala maslina (BIAGGINI i sur., 2010.). U
istrazivanju provedenom u parku prirode Lastovsko otoCje, zabiljezene su promjene
morfologije i ponasanja populacije P. siculus kao rezultat manjeg pritiska predatora
(VERVUST i sur., 2007.).

Kompetitivno ponasanje P. siculus takoder je intenzivno proucavano. Istrazivanja su
pokazala da je P. siculus agresivnija od P. melisellensis u laboratorijskim uvjetima. Populacija
invazivne P. siculus nije prema autohtinim vrstama pokazala interferencijsku kompeticiju
(agresivno ponasanje, bolja skloniSta, uzimanje hrane) ve¢ eksploatacijsku kompeticiju
(tolerancija izmedu vrsta i bolje iskoriStavanje hrane) (DAMAS-MOREIRA i sur., 2020.). U
Lastovskom arhipelagu, na oto¢i¢u Pod Mr¢aru, P. siculus je eksperimentalno introducirana.
Na otoci¢u, koji je do tada bio naseljen samo vrstom P. melisellensis, u svega 36 godina P.
siculus je istisnula autohtonu P. melisellensis, dovode¢i je do izumiranja (HERREL i sur.,
2008.). Vrsta P. siculus pokazuje veéu istrazivacku sklonost i hrabrost, §to joj omogucuje
uspjesniju kolonizaciju novih stanista (DAMAS-MOREIRA i sur., 2019.).

Zbog svoje sposobnosti prilagodbe na razlicite okoliSne uvjete, smatra se da bi vrsta P.
siculus mogla predstavljati pogodan model za istrazivanje adaptacija, ukljucujuéi prilagodbe na
oksidativni stres (OS) i prate¢e promjene sastava masnih kiselina, koje osim odraZavanja
prehrambenog statusa predstavljaju i vazan pokazatelj imunoloskog statusa i reproduktivnog

zdravlja.

2.2. Invazivni potencijal

Invazivne vrste predstavljaju znacajnu prijetnju bioloSkoj raznolikosti te oteZavaju
napore usmjerene na ocuvanje autohtonih vrsta (NENTWIG, 2008.; BRITO, 2010.). Invazivni
potencijal slozen je pojam, a oblikuju ga brojni ¢imbenici, ukljuujuéi ekologiju vrste,
ponasanje, genetsku raznolikost, adaptivni kapacitet 1 fenotipsku plasticnost (CASSEY 1 sur.,
2004.; ENGEL i sur., 2011.; LUCEK i sur., 2014.; HUDINA i sur., 2015.). Razumijevanje
procesa uspostave vrsta u novim stanistima klju¢no je za oCuvanje autohtonih populacija i
upravljanje invazivnim populacijama. Vrste s izraZenim invazivnim potencijalom cesto
nadmasuju autohtone ponasSanjima koja povecavaju njihovu prilagodljivost i kompetitivnost

(CHAPPLE i sur., 2012.). Osobine poput istrazivackog ponasanja, sklonosti riziku i
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prehrambene fleksibilnosti mogu izravno utjecati na prilagodbu i prezivljavanje te dovesti do
potiskivanja manje dominantnih vrsta (DAMAS-MOREIRA i sur.,, 2019.). Naglaseno
istrazivaCko ponasanje povezano je s vecom vjerojatnos¢u dolaska u nova podrucja, §to

oznacava pocetnu fazu invazije (BLACKBURN i sur., 2011.).

Proucavanjem ovih ponasanja invazivnih vrsta unutar autohtonih populacija moguce je
procijeniti jesu li odredene prilagodbe prethodile samom invazivnom procesu ili su njegov
rezultat. IstrazivaCko ponasSanje omogucuje Zivotinjama ucinkovitije iskoriStavanje resursa i
teritorija, ¢Cime stjeCu kompetitivnu prednost (GREENBERG i METTKE-HOFMANN, 2001.).
Vrste s izrazenim istrazivackim tendencijama imaju veéu vjerojatnost pronalaska resursa i

nadmetanja s autohtonim vrstama (DAMAS-MOREIRA i sur., 2019.).

Rizi¢no ponasanje (engl. risk-taking behaviour), ponasanje koje stavlja u rizik,
podrazumijeva ravnotezu izmedu izbjegavanja predacije s jedne strane te hranjenja, parenja i
obrane teritorija s druge (COOPER JR., 1999.). Primjerice, invazivni delikatni skink skloniji je
skrivanju nego neinvazivni vrtni skink, $to povecava njegove Sanse da ga ljudi nenamjerno
prenesu na nova podru¢ja (CHAPPLE i sur., 2011.). Rizi¢no ponasanje i istrazivacko ponasanje
Cesto se medusobno nadopunjuju, ¢ime dodatno povecavaju invazivni potencijal vrste

(BRODIN i sur., 2013.).

Prehrambeno ponasanje (engl. food consumption) izravno utje¢e na zdravlje jedinke i
gustoc¢u populacije, a povezano je i s osobinama ponasanja (BROWN i PEREZ-MELLADO,
1994.). Invazivne vrste koje brzo pronalaze i iskoriStavaju hranu mogu iscrpiti resurse te time
nadmasiti autohtone vrste (HOLWAY, 1999.). Primjerice, istrazivanja na populacijama rakova
pokazala su da invazivne vrste u€inkovitije koriste dostupne resurse, $§to upucuje na njihovu

prilagodbu novom okoliSu (PINTOR i SIH, 2009.).

2.3. Anatomske i fizioloSke specifi¢nosti gmazova

Ljuskasi (Squamata) ¢ine najbrojniji red gmazova i obuhvacaju gustere 1 zmije, koje
potjecu od zajednickog pretka. Ovaj red odlikuje se iznimnom raznolikoS¢u te naseljava Sirok
spektar staniSta — od kro$nji drveca i podzemnih tunela, preko pustinja i oceana, pa sve do

podrucja koja se protezu od ekvatora do polova.



2.3.1. Ektotermija

Jedna od glavnih znacdajki gmazova je njihova ektotermnost, $to znaéi da se za
odrzavanje tjelesne temperature oslanjaju na vanjske izvore topline, za razliku od endotermnih
organizama, poput ptica i sisavaca, koji toplinu stvaraju vlastitim metabolizmom. Ova osobitost
snazno oblikuje zZivot gmazova u svim njegovim aspektima. Razumijevanje ektotermije klju¢no
je za proucavanje ekoloskih, ponasajnih, morfoloskih i fizioloskih razlika izmedu ektotermnih
i endotermnih organizama (HUEY i PIANKA, 1977.; HUEY i BENNET, 1987.; LIU i sur.,
2006.; LISICIC, 2009.; ROBERTS i EDWARDS, 2018.).

U povoljnim uvjetima ektotermni organizmi aktivno reguliraju tjelesnu temperaturu
unutar uskog raspona, koji kod vecine vrsta iznosi izmedu 35 i1 42 °C, $to odgovara tjelesnoj
temperaturi endotermnih organizama (GRBAC i BAUWENS, 2001.). Kada uvjeti postanu
nepovoljni, primjerice tijekom no¢i ili za oblacnih dana, Zivotinje se povlace u sklonista, gdje
im se tjelesna temperatura spusta na razinu temperature okoline (HUEY 1 BENNET, 1987.;
POUGH i sur., 2001.; LISICIC, 2009.).

Ektotermija donosi i vazne energetske prednosti. Budu¢i da koriste vanjske izvore
topline, ektotermni organizmi tro$e znatno manje energije nego endotermi — procjenjuje se da
njihove energetske potrebe iznose tek od jedne sedmine do jedne desetine metabolickih zahtjeva
endotermnih organizama iste veli¢ine (POUGH 1 sur., 2001.). Tijekom razdoblja neaktivnosti
dolazi do pada tjelesne temperature ektotermnih organizama, ¢ime se usporava metabolizam
(HUEY, 1982.; SEEBACHER, 2005.; HERCZEG i sur., 2006.). Suprotno tome, endotermni
organizmi moraju troSiti dodatnu energiju na odrzavanje stalne tjelesne temperature, $to je

osobito energetski zahtjevno pri niZim temperaturama.

Jo§ jedan vazan ¢imbenik energetske potroSnje jest razina aktivnosti. Op¢enito, gmazovi
su manje aktivni od endotermnih Zivotinja, ¢ak 1 pri optimalnim temperaturama, $to se izravno
odrazava na njihovu potro$nju energije. Njihov metabolizam ne moze dovoljno brzo proizvoditi
adenozin trifosfat (ATP) oksidativnim putem da bi podrzao kontinuiranu i intenzivnu misi¢nu
aktivnost. Umjesto toga, oslanjaju se na anaerobni metabolizam koji omogucuje kratkotrajnu
opskrbu energijom tijekom intenzivne aktivnosti, zbog ¢ega nakon kracih perioda aktivnosti
mora uslijediti odmor (WEINSTEIN i FULL, 1999.; POUGH i sur., 2001.; SEEBACHER,
2005.; LISICIC, 2009.).

Zbog navedenih ¢imbenika gmazovi dnevno troSe samo oko tri posto energije koju bi

potrosio endotermni organizam iste veli¢ine. To im omogucuje preZivljavanje uz minimalnu
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koli¢inu hrane, koja ne bi bila dovoljna za odrzavanje ptica ili sisavaca sli¢ne veli¢ine. Osim
toga, ektotermni organizmi veci dio raspolozive energije mogu usmjeriti na procese rasta i
reprodukcije, a ne na odrzavanje stalne tjelesne temperature, ¢ime povecavaju ucinkovitost u

iskori§tavanju resursa (POUGH i sur., 2001.; LISICIC, 2009.).

Ipak, ektotermija ima i1 svoje nedostatke. Ektotermni organizmi nisu uvijek u
moguénosti odrzavati optimalnu tjelesnu temperaturu, $to im ogranicava aktivnost u odredenim
na endotermne vrste (HUEY, 1982.; SEEBACHER, 2005.). Poseban izazov predstavljaju
hladna klima i no¢na aktivnost, koje znacajno smanjuju mogucénosti ektoterma (AVERY i
BOND, 1989.; AVERY i MYNOTT, 1990.; MARQUET i sur., 1990.; DOUGHTY i SHINE,
1995.; ANGILLETTA JR. i sur., 2002.; COLLI i sur., 2003.; LISICIC, 2009.; MARTIN i
ROOT, 2020.).

2.3.2. Srce gmazova

Svi gmazovi, osim krokodila, imaju srce s jednom klijetkom. Na prvi pogled to se moze
smatrati primitivnom osobinom koja, zajedno s ektotermijom, gmazove stavlja u inferioran
poloZaj u odnosu na ptice i sisavce. Medutim, upravo ove ,,primitivne® znacajke predstavljaju
prilagodbe koje im omogucuju ucinkovitije iskoriStavanje okoliSa u kojem zive (POUGH,
2001.; SEEBACHER, 2005.). lako Klijetka nije anatomski podijeljena, arterijska i venska krv
kod gmazova ostaju funkcionalno razdvojene nakon prolaska kroz srce, sli¢no kao i kod
krokodila, ptica i sisavaca (BAGARDI isur., 2021.). Takva grada srca pruza odredene prednosti

prilagodene ektotermnim organizmima.

Budu¢i da ventrikularna pregrada ne postoji, gmazovi mogu regulirati protok krvi kroz
pluéa u odnosu na sistemski krvotok. To postizu preusmjeravanjem krvotoka prema
trenutanim potrebama, pri ¢emu nepodijeljena klijetka djeluje kao sredisnja tocka spajanja oba
sustava. Ovaj fenomen poznat je kao intrakardijalno preusmjeravanje krvi 1 omogucuje
gmazovima preciznu kontrolu termoregulacije, koja ima presudnu ulogu u njihovom
prezivljavanju (SEEBACHER, 2005.; LIU i sur., 2006.). Takva fizioloSka prilagodba povezana
je 1 s energetskom ucinkovitoS¢u te optimizacijom aktivnosti u promjenjivim okoliSnim

uvjetima (WEINSTEIN i FULL, 1999.; BULTE i BLOUIN-DEMERS, 2006.).
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2.3.3. Jetra gmazova

Jetra gmazova €ini priblizno 3—4 % ukupne tjelesne mase, no taj se udio moze mijenjati
ovisno o godiSnjem dobu, prehrani ili reproduktivnom statusu (SCHAFFNER, 1998.).
Embrioloski, jetra se razvija iz endodermalnog crijevnog tkiva. Veéina gmazova ima jetru
gradenu od dva reZnja, a njezina boja varira od tamnosmede do crne. Zuéni mjehur tipiéno je
prisutan kod vecine vrsta. Funkcija jetre u gmazova slicna je onoj kod sisavaca 1 ptica te
ukljucuje metabolizam masti, proteina i ugljikohidrata, sintezu mokrac¢ne kiseline i stvaranje
faktora zgrusavanja krvi (SCHAFFNER, 1998.). Medutim, metabolizam jetre kod gmazova
znacajno se mijenja s dobi, reproduktivnim statusom, hibernacijom i sezonskim promjenama

(DERICKSON, 1976.; SHERIDAN, 1994.).

Za razliku od ptica i sisavaca, gmazovi pohranjuju vrlo male koli¢ine potkoznog masnog
tkiva. Umjesto toga, dio masnih rezervi skladisti se u jetri (DERICKSON, 1976.; SHERIDAN,
1994.). Te rezerve predstavljaju vazan izvor energije tijekom gladovanja, hibernacije te
reprodukcije, osobito tijekom razvoja jaja ili mladunaca kod Zivorodnih vrsta (SELCER, 1992.;
SANTOS i LLORENTE, 2004.). Ipak, kapacitet jetre za skladiStenje masti je ogranicen pa
prekomjerno hranjenje moze dovesti do razvoja steatoze (SCHAFFNER, 1998.; SANTOS i
sur., 2022.). U hepatocitima kajmana (Caiman latirostris) masne kapljice zadrzavaju se ¢ak i
nakon viSemjese¢nog gladovanja (STARCK 1 sur., 2007.). Procjenjuje se da jetra gmazova
sadrzava relativno mali udio ukupnih tjelesnih lipida, priblizno 5 % ukupnih masnih rezervi

(AVERY, 1970.; BRIAN i sur., 1972.).

2.3.4. Misi¢no tkivo gmazova

Specifi¢nosti skeletnih misi¢a gmazova odrazavaju jedinstvene prilagodbe povezane s
njihovom evolucijskim razvijemi ekoloSkim niSama. Ovi mi$i¢i sastoje se od razli€itih tipova
miSi¢nih vlakana koja imaju klju¢nu ulogu u kretanju i metabolickoj u¢inkovitosti. Istrazivanja
pokazuju da gmazovi posjeduju raznoliku strukturu misiénih vlakana, ukljucujuéi brza (engl.
fast-twitch) i spora (engl. slow-twitch) vlakna, §to im omogucuje Sirok raspon obrazaca kretanja
1 strategija koriStenja energije. Prevladavanje brzih vlakana kod pojedinih vrsta omogucuje
izvodenje snaznih 1 brzih pokreta, dok su spora vlakna prilagodena izdrzljivosti, odrazavajuci
specifi¢ne ekoloske zahtjeve tih zivotinja (PERNI i sur., 2015.; BISHOP i sur., 2021.). Funkcija

skeletnih misi¢a temelji se na koordiniranim procesima kontrakcije i relaksacije koji ovise o
11



regulaciji intracelularne koncentracije kalcija te elektrofizioloSkim svojstvima miSiénih

membrana (PERNI i sur., 2015.; SOOMRO i sur., 2014.; SOOMRO i sur., 2016.).

Odnos mase miSica i sposobnosti stvaranja sile kod gmazova pokazuje znacajne razlike
u usporedbi sa sisavcima. Istrazivanja su pokazala da gmazovi opcéenito imaju relativno manju
misiénu masu u odnosu na veli¢inu tijela, $to utjeCe na njihove sposobnosti stvaranja misi¢ne
sile (BISHOP i sur., 2021.). Ovakav obrazac upucéuje na to da razlike u gradi i sastavu miSica,
a ne samo ukupna masa, predstavljaju temelj funkcionalnih razlika izmedu gmazova i sisavaca
(BISHOP 1 sur., 2021.). Prilagodbe skeletnih misi¢a gmazova takoder ovise o okolisSnim
¢imbenicima, poput temperature, koja moZe znacajno utjecati na uc¢inkovitost miSi¢nog rada i

intenzitet metabolicke aktivnosti (SOOMRO i sur., 2014.; SOOMRO i sur., 2016.).

2.3.5. Mozak gmazova

Gmazovi posjeduju jedinstvenu gradu mozga, koji je relativno manji u usporedbi sa
sisavcima, ali pokazuje znacajnu regionalnu specijalizaciju koja omogucuje razlicite kognitivne
i osjetilne funkcije. Mozak je organiziran u vise regija, medu kojima se istice palij — analog
korteksu sisavaca — koji sudjeluje u obradi osjetilnih informacija i koordinaciji motorickih
odgovora (NAUMANN i sur., 2015.). Posebno je znacajna prisutnost specijaliziranih struktura
poput dorzalnog korteksa i hipokampusa, S$to ukazuje na evolucijske prilagodbe koje

omogucuju prostornu navigaciju i paméenje (LADAGE 1 sur., 2009.).

Fizioloski gledano, mozak gmazova pokazuje niz neurokemijskih i stani¢nih obiljezja
koja doprinose njihovim kognitivhim sposobnostima. Utvrdeno je da gmazovi koriste
neurotransmiterske sustave sliéne onima u sisavaca 1 ptica, uklju¢uju¢i dopaminergicke i
Kolinergi¢ke putove klju¢ne za procese ucenja i pamcenja (ROTH i sur., 2019.). Nadalje,
prisutnost radijalne glije 1 astrocita u mozgu gmazova upucuje na razinu sloZenosti u neuronskoj
potpori i razvoju usporedivu s onom kod filogenteskih visih kraljeznjaka (CLINTON i sur.,
2014.; FALCONE, 2022.). Ove glijalne stanice imaju vaznu ulogu u odrZzavanju homeostaze i
pospjeSivanju komunikacije izmedu neurona, C¢ime poboljSavaju kognitivne funkcije

(FALCONE, 2022.).

Evolucija mozga gmazova pruza vrijedan uvid u razvoj kognitivnih sposobnosti
kraljeZnjaka. Komparativne studije pokazale su da, iako gmazovi moZda ne dostizu razinu
kognitivne fleksibilnosti sisavaca, posjeduju niz sofisticiranih ponaSanja, ukljucujuci rjeSavanje
problema i socijalno u¢enje (MEESTER i BAECKENS, 2021.). Integracija neuroanatomskih i
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bihevioralnih podataka podupire tezu da gmazovi nisu jednostavni ,,primitivni organizmi, ve¢
zivotinje s jedinstvenim kognitivnim sposobnostima koje odrazavaju njihove ekoloske

prilagodbe (MEESTER i BAECKENS, 2021.).

2.3.6. Masno tkivo gmazova

Kao i ostali kraljeznjaci, gmazovi pohranjuju triacilglicerole u specijalizirane rezerve
poznate kao masno tkivo, koje se primarno sastoji od adipocita. Adipociti su prepoznatljivi po
velikim kapljicama masti koje ¢esto zauzimaju gotovo cijeli citosolni volumen stanice. Masno
tkivo moze biti rasporedeno difuzno u tijelu, primjerice medu misi¢nim vlaknima, §to stanicama
daje karakteristiCan mramorni izgled (KWAN, 1994.). Za razliku od ¢ovjeka, potkozno masno
tkivo kod gmazova obicno je slabo razvijeno (POND, 1978.), no postoje vrste koje posjeduju
izrazene potkozne masne jastucice, poput macaklina (Hemidactylus turcicus) (GREENE,
1969.; SELCER, 1992.).

Kod mnogih gmazova prisutna su parna trbusna masna tijela (corpora adiposa), koja
predstavljaju primarno mjesto skladiStenja masnog tkiva (POND, 1978.; SCOTT i sur., 1995.).
Ona su posebno dobro razvijena kod zmija i gusStera, dok kod odredenih lepidosaura,
ukljucujuéi tuataru (Sphenodon punctatus) te pojedine vrste skinkova i macaklina, trbusna
masna tijela izostaju (CHURCH, 1962.; POND, 1978.; GREER, 1986.). Ta tijela pohranjuju
najveci udio tjelesnih masti (vise od 70 %), osobito kod zmija, dok se ostatak nalazi u trupu u
obliku intramuskularne masti i/ili difuznih masnih naslaga (SCOTT i sur., 1995.; SANTOS i
LLORENTE, 2004.). U odredenim situacijama, posebice tijekom vitelogeneze, masa trbusnih
masnih tijela znatno se smanjuje te ¢ini izmedu 5 1 20 % ukupnih masnih zaliha, pri ¢emu se

najvedi udio masti tada premjesta u trup (BRIAN i sur., 1972.; SELCER, 1992.).

Masne rezerve akumuliraju se prije afagije i zimskog mirovanja, omogucujuci
gmazovima iskori§tavanje pohranjene energije tijekom tog razdoblja (ALEKSIUK i
STEWART, 1971.). Na primjer, argentinski tegu (Tupinambis merianae) prolazi kroz fazu
prejedanja (hiperfagije) prije razdoblja mirovanja, pri ¢emu masti pohranjuje u jetri (zajedno s
glikogenom) 1 u trbuSnim masnim tijelima (SOUZA 1 sur., 2004.; HADDAD, 2007.). Kod
zivorodne gusterice (Zootoca vivipara) sadrzaj masnih rezervi smanjuje se tijekom zimskog
mirovanja u masnim tijelima i repu (AVERY, 1970.), dok se kod egipatske kobre (Naja haje)
zalihe triacilglicerola takoder smanjuju u istom razdoblju, ali prvenstveno u jetri i misi¢ima

(EL-DEIB, 2005.). Mnogi gmazovi pohranjuju masne rezerve i u folikule jajnika prije i/ili
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tijekom zimskog mirovanja ili afagije, Sto otezava razlikovanje njihove primarne funkcije —
jesu li povezane s reprodukcijom ili ponajprije sluze kao izvor energije tijekom mirovanja
(ETHERIDGE i sur., 1986.; KNOTKOVA i sur., 2005.; NAYA i sur., 2008.).Veée masne
zalihe kod vrste P. siculus te veca zastupljenost lipida u jajnicima vrste P. melisellensis utvrdene
su analizom lipidnih indeksa izracunatih iz tezine tjelesne masti, ukupne tjelesne tezine, tezine
jajnika i ukupnih ekstrahiranih lipida jajnika kod navedenih vrsta gusterica (ALADROVIC i
sur., 2023.).

2.4. Masne kiseline

Masne kiseline (MK) ¢ine sastavni dio veéine masti. Zbog mehanizma biosinteze, u
prirodi naj¢e$¢e imaju paran broj ugljikovih (C) atoma. Prema duljini lanca dijelimo ih na
kratkolan¢ane (C2—C6), srednjelan¢ane (C8—C12), dugolancane (C14—C18) i masne kiseline
vrlo dugog lanca (C20 i viSe). Masne kiseline s manje od 10 C atoma topljive su u vodi, dok su

one s duljim lancem, koje su i prehrambeno znacajnije, netopljive (TVRZICKA i sur., 2011.).

Masne kiseline dijelimo na zasi¢ene i nezasi¢ene. Zasi¢ene masne kiseline (engl.
saturated fatty acids, SFA) nemaju dvostruke veze izmedu C-atoma u lancu, §to ih ¢ini
stabilnijima. Nezasicene masne kiseline mogu biti jednostruko nezasi¢ene (engl.
monounsaturated fatty acids, MUFA) ili viSestruko nezasi¢ene (engl. polyunsaturated fatty
acids, PUFA), ovisno o broju dvostrukih veza. Produljenjem ugljikovodi¢nog lanca raste taliste
masnih kiselina, dok se s povecanjem broja dvostrukih veza taliSte snizava, a osjetljivost na
lipidnu peroksidaciju povecava (BERG 1 sur., 2013.). To je osobito vazno kod membranskih
lipida, koji moraju odrzati odgovarajucu fluidnost pri razli¢itim temperaturama. Nezasi¢ene
masne kiseline imaju vaznu ulogu u sastavu membranskih lipida buduci da utjecu na fluidnost
I stupanj krutosti, membranskog dvosloja (STILLWELL i WASSALL, 2003.), pri ¢emu
membranski vezani receptori, enzimi i druge bjelancevine mogu difundirati lateralno duz
povrsine dvoslojne membrane. Modifikacija MK, posebice nezasicenih MK, ukljuéuje
aktivnost enzima elongaza i desaturaza, enzima koji produljuju lanac MK za 2 C-atoma i uvode
dodatne dvostruke veze (JAKOBSSON i sur., 2006.; CHRISTIE i HAN, 2010.). Enzimi poput
stearoil-CoA desaturaze (SCDi) pretvaraju C18:0 u C18:1n-9, podrzavaju¢i fluidnost
membrane (CHRISTIE 1 HAN, 2010.). Elongaze produzuju prekursore kracih lanaca u duze
lance, koji su prikladniji za skladistenje ili specijalizirane funkcije (JAKOBSSON i sur., 2006.).
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Nazivi masnih kiselina formiraju se prema imenu odgovaraju¢eg ugljikovodika:
zasi¢ene masne kiseline dobivaju nastavak —anska (npr. oktadekanska), a nezasi¢ene —enska
(npr. dokozaheksaenska) (BOTHAM i MAYES, 2011.). Masne kiseline imaju svoj sustavni i
trivijalni naziv te se Cesto oznacuju kracom formulom CN:p n-x. U navedenoj formuli N
oznacava broj ugljikovih atoma u lancu, p broj dvostrukih veza, dok x oznacava polozaj prve
dvostruke veze u odnosu na m-ugljikov atom (TVRZICKA i sur., 2011). U ugljikovodi¢nom
lancu MK, ugljikovi atomi se numeriraju pocevsi od karboksilnog C-atoma, a metilni ugljikov
atom, na samom kraju lanca, naziva se o-ugljikov atom (BOTHAM i MAYES, 2011; BERG i
sur., 2013).

Prisutnost dvostrukih veza u lancu MK uvjetuje pojavu dvaju prostorno razli¢itih
oblika: cis i trans. Kod cis izomera vodikovi atomi vezani na ugljikove atome povezane
dvostrukom vezom, nalaze na istoj strani ugljikovodi¢nog lanca, $to uzrokuje savijanje (kink)
lanca pod kutom od oko 120° (BOTHAM i MAYES, 2011). Trans- konfiguracija oznacava
polozaj vodikovih atoma na suprotnim stranama lanca, pa lanac zadrzava ravnu strukturu
(BOTHAM 1 MAYES, 2011). Takav raspored utjece na gustocu pakiranja molekula u stani¢nim
membranama (COLLOMB i sur., 2006.). Masne kiseline, u fizioloSkim uvjetima, uglavnom
imaju cis-konfiguraciju (TVRZICKA i sur, 2011; BOTHAM i MAYES, 2011; BERG i sur.,
2013). Prirodne trans- MK, primjerice konjugirana linolenska masna kiselina (CLA; C18:2 cis-
9, trans-11 ili CLA; C18:2 trans-10, cis-12), specifi¢nost su prezivaca, i aktivnosti mikroflore
buraga (COLLOMB i sur., 2006). lako postoji mala razlika u geometriji ugljikovog lanca,
kemijska struktura trans MK sli¢na je strukturi SFA (ZBIKOVSKA, 2010), $to moze dovesti
do kompeticije za iste enzime, desaturaze, koji sudjeluju u sintezi esencijalnin MK (BOTHAM
i MAYES, 2011.), a onda i do deficijencije esencijalnih MK (SHUGANO i IKEDA, 1996.).

2.4.1. Esencijalne masne kiseline

Esencijalne MK ¢ine posebnu kategoriju MK koje kraljeznjaci, zbog nedostatka
odredenih enzima, ne mogu sintetizirati te ih moraju unijeti hranom. Esencijalne MK kao LA 1
ALA, prekursori su dugolancanih viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA), pa njihov

manjak u prehrani rezultira i smanjenom razinom PUFA u organizmu.

KraljeZznjaci mogu sintetizirati SFA ili MUFA s dvostrukom vezom na devetom
ugljikovom atomu. Dvostruka veza nastaje djelovanjem enzima A9-desaturaze na stearinsku

kiselinu (C18:0), pri ¢emu se ona prevodi u oleinsku kiselinu (OA, C18:1n-9), dok djelovanjem
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na palmitinsku kiselinu (PA, C16:0) nastaje palmitoleinska kiselina (POA, C16:1n-7)
(BOTHAM i MAYES, 2011.). Medutim, zbog nedostatka A12-desaturaze, koja prevodi OA u
linolnu kiselinu (LA, C18:2n-6), te Al5-desaturaze, koja LA prevodi u a-linolensku kiselinu
(ALA, C18:3n-3), linolna kiselina (LA) i a-linolenska kiselina (ALA) esencijalne su za ljudski
organizam i ve¢inu drugih kraljeznjaka (TVRZICKA 1 sur., 2011.). Ve¢ina sisavaca moze
metabolizirati LA u arahidonsku kiselinu (AA, C20:4n-6), pa se AA smatra ,uvjetno*

esencijalnom masnom kiselinom, buduci da njezina razina ovisi o unosu LA hranom.

Linolna kiselina polazi$na je za sintezu n-6 serije dugolancanih viSestruko nezasi¢enih
masnih kiselina (engl. long-chain polyunsaturated fatty acids, LC-PUFA), dok je a-linolenska
kiselina polazi$na za n-3 seriju. LA i ALA sintetiziraju biljke, alge, gljive i bakterije, a u nekim
algama, bakterijama i gljivama ovi se prekursori dalje prevode u vise homologne spojeve,
ukljucuju¢i arahidonsku (AA, C20:4n-6) te eikozapentaensku (EPA, C20:5n-3) i
dokozaheksaensku kiselinu (DHA, C22:6n-3). Esencijalne MK potrebne su za nastajanje
prostaglandina, tromboksana, leukotriena i lipoksina, nalaze se u gradevnim lipidima stanice i

doprinose cjelovitosti mitohondrijske membrane (BOTHAM i MAYES, 2011).

2.4.2. Razliciti utjecaji na masnokiselinski sastav

Masnokiselinski sastav tjelesnih tkiva u velikoj je mjeri povezan s MK unesenima
hranom. Unato¢ tome, sastav nekih organa, poput mozga ili spermija, manje je podlozan
prehrambenim promjenama od onog u masnom tkivu, miSi¢ima i jetri (HULBERT 1 sur.,
2005.). Sastav moze pruziti uvid u reproduktivno zdravlje, prehrambene navike te nutritivni i
imunologki status kraljeznjaka (VRANKOVIC i sur., 2017.; DASS i sur., 2021.). Na sastav
masnih kiselina utjeCe niz ¢imbenika, ukljucujuci prehranu, dob, fizioloski status i stres
(JOSEPH i sur., 1985.; CARTLAND-SHAW i sur., 1998.; CLAUSS i sur., 2007.; SAMEE i
sur., 2019.).

U posljednje vrijeme sastav MK u prehrani i njihov utjecaj na masnokiselinski profil
razli¢itih tkiva intenzivno se istraZuju, a tema je od velike vaznosti u humanoj medicini te u
prehrani ljudi i zivotinja. Potvrdeno je da smanjen unos visestruko nezasic¢enih masnih kiselina
(PUFA) hranom te naruSen odnos n-6 i n-3 PUFA mogu dovesti do brojnih zdravstvenih
poremecaja kod ljudi (SIMOPOULOS, 2002.; HULBERT i sur., 2005.). Niska razina n-3
PUFA povezuje se s metabolickim sindromom (GRUNDY i sur., 2004.; HULBERT i sur.,
2005.), kardiovaskularnim bolestima (NESTEL, 2001.; RENAUD i LANZMANN-
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PETITHORY, 2001.; DONG i sur., 2015.), promjenama imunoloskog odgovora (CALDER,
2001.), koznim poremecajima (ZIBOH, 1996.), smanjenom funkcijom vidnog korteksa i mozga
(SUZUKI 1 sur., 2001.), te poremecajima ponasanja poput depresije i shizofrenije (PEET i
STOKES, 2005.), kao 1 s pove¢anom agresivnos¢u (HAMAZAKI i sur., 2001.; HIBBELN i
sur., 2004.).

Uravnotezen unos n-3 masnih kiselina — koje se primarno nalaze u ribljem ulju, lanenim
sjemenkama i orasima — povezuje se s protuupalnim uéincima i zastitnim djelovanjem protiv
kardiovaskularnih bolesti u ljudi (CAl i sur., 2013.). Jo$ uvijek se raspravlja o idealnom omjeru
n-6/n-3, no opc¢enito se preporucuje nizi omjer radi postizanja povoljnijih zdravstvenih ishoda

(PARSONS i sur., 2014.).

U dostupnoj literaturi saznanja o esencijalnim MK u gmazova su vrlo oskudna. U
literaturi se navode C18:1, C18:2n-6 (SIMANDLE i sur., 2001.) i 20:4n-6 kao esencijalne
masne kiseline za ljuskase i aligatore (NOBLE 1 sur., 1993.), iako se konverzija C18:2n-6 i
C18:3n-3 u 20:4n-6 i 20:5n-3, 22:5n-3 i 22:6n-3 uvelike razlikuje medu vrstama, a ekspresija
ovih metabolic¢kih puteva kod gustera nije proucavana (SPEAKE and HERBERT, 2004). .

2.4.3. Dosadasnja istrazivanja masnih kiselina u gmazova

Gmazovi posjeduju specifican profil masnih kiselina koji je vaZzan za njihovu
fiziologiju, a na njega utjeCu prehrana, staniSte 1 metabolicke potrebe. Analiza
masnokiselinskog sastava krvi moze, primjerice, pruziti smjernice za pobolj$anje uvjeta uzgoja
1 drzanja gmazova u rehabilitacijskim centrima. Dosada$nja istraZzivanja pokazala su ve¢i omjer
n-6 u odnosu na n-3 masne kiseline kod gmazova u zato¢eni$tvu u usporedbi s jedinkama iz
divljine (JOSEPH i sur., 1985.; CARTLAND-SHAW i sur., 1998.; CLAUSS i sur., 2007.).
Primjerice, utvrdeno je da krv galapagoske kornjac¢e (Chelonoidis chathamensis) iz centra za
uzgoj u zatoCenistvu sadrzi visi omjer n-6/n-3 masnih kiselina u odnosu na jedinke s ekoloskih
farmi (DASS 1 sur., 2021.). Ovi nalazi naglaSavaju potrebu za unaprjedenjem prehrane i drzanja
u zatoceniStvu, potvrduju¢i kljuénu ulogu prehrambenih izvora u oblikovanju

masnokiselinskog profila gmazova.

Masnokiselinski sastav ima vaznu ulogu i u reproduktivhom zdravlju i razvoju.
Utvrdeno je da MK hrane utjecu na uspjeSnost razmnozavanja i brzinu rasta mladunaca, pri
¢emu su esencijalne masne kiseline poput EPA 1 DHA klju¢ne za optimalan razvoj (BLAIR 1

sur., 2000.). Niska stopa izlijeganja jaja kod americkog aligatora (Alligator mississippiensis) u
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zatoceniStvu pripisana je nedostatku EPA i DHA u prehrani majki (NOBLE i sur., 1993.) dok
su mladunci iste vrste hranjeni hranom siromasnom esencijalnim MK rasli sporije i manje
uc¢inkovito pretvarali hranu u tjelesnu masu, u usporedbi s onima koji su hranjeni ~ hranom
bogatom esencijalnim MK (STATON i sur., 1990.). Dodatno, kod tri vrste zivorodnih gustera
utvrdeno je prijenos radioaktivno obiljezene oleinske MK kroz posteljicu u amnionsku
teku¢inu, zumanjak, embrij i embrionska masna tijela, Sto utjeCe na rast i prezivljavanje

embrija (JONES i SWAIN, 2006.).

Istrazivanjem masnokiselinskog sastava krvi kukuruznih zmija (Pantherophis guttatus)
drzanih u zatoceniStvu identificirano je viSe od deset razli¢itih MK, pri ¢emu su SFA bile
najzastupljenije (PADEN i sur., 2021.). Masnokiselinski sastav krvi odrazava promjene u
metabolizmu masti, kao i prehrambeni unos MK, au istom istrazivanju pronadene su i spolne
razlike u zastupljenosti pojedinih MK (PADEN i sur., 2021.). IstraZivanje ukupnih lipida tkiva
1 promjena u masnokiselinskom sastavu, ukljucuju¢i povecanje udjela nezasi¢enih masnih
kiselina te promjene omjera pojedinih masnih kiselina, moze biti korisno za identificiranje
nutritivnog stresa (MCCUE, 2008.). Osim prehrane, i temperatura okoline utjeCe na
masnokiselinski sastav triacilglicerola i fosfolipida srca, jetre, misi¢a i mozga Przevalskijeve
Zaboglave agame (Phrynocephalus przewalskii). Pri nizim temperaturama povecava se udio
nezasi¢enih u odnosu na zasi¢ene masne kiseline, Sto upucuje na vaznost adekvatnog unosa
nezasi¢enih masnih kiselina hranom radi prilagodbe na temperaturne uvjete (SHEN i GAO,
2005.).

2.5. Reaktivni kisikovi spojevi, oksidacijski stres i antioksidativna obrana

Gotovo svi Zivi organizmi ovise o kisiku, a aerobni organizmi energiju za obavljanje
zivotnih funkcija iskoriStavaju znatno ucinkovitije nego anaerobni. Povecanje koncentracije
kisika u atmosferi omogucilo je razvoj brojnih evolucijskih prednosti, ali istodobno je izlozilo
organizme 1 njegovim S$tetnim ucincima. Tijekom metaboli¢kih procesa u organizmu nastaju
toksi¢ne, reaktivne molekule poznate kao reaktivni kisikovi spojevi (ROS), zbog Cega je
aerobni metabolizam povezan s rizikom oksidacije osnovnih bioloskih molekula. Ova
oksidacija moZze promijeniti stani¢ne funkcije, ugroziti opstanak stanica ili dovesti do oboje

(OGBUEWU i sur., 2010.; HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.).

Brojna istrazivanja potvrdila su da su oSte¢enja stanica uzrokovana slobodnim

kisikovim radikalima etioloSki ¢imbenici u razvoju i1 patogenezi razli€itih bolesti, ukljucujuci
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neurodegenerativne poremecaje, upale, neplodnost, virusne infekcije, autoimune bolesti i
poremecaje probavnog sustava (DEAN i sur., 1997.; JACOB i WINYARD, 2009.; OGBUEWU
i sur., 2010.).

2.5.1. Slobodni radikali u organizmu

Slobodni radikali su Cestice, ioni, atomi ili molekule koje imaju jedan ili viSe neparnih
elektrona u svojoj vanjskoj ljusci (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.). Nastaju
homolitickim cijepanjem kovalentnih veza, pri ¢emu svaki elektron ostaje vezan uz jedan od
susjednih atoma. Neparni elektroni ¢ine molekule izrazito nestabilnima i reaktivnima. Kako bi
postigli stabilnije stanje, slobodni radikali reagiraju s najblizim molekulama. Uparivanjem
slobodnog elektrona stvaraju stabilniji spoj, pa ulaze u reakcije s anorganskim ili organskim
molekulama poput bjelancevina, masti 1 nukleinskih kiselina. Primjerice, mogu se vezati s
elektronima iz vanjske orbite drugih atoma te pritom predati ili oduzeti elektrone od drugih
molekula (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.)..

Slobodni radikali mogu biti organskog i anorganskog podrijetla, mogu reagirati s
organskim i/ili anorganskim spojevima te imati pozitivan, negativan ili neutralan naboj
(HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.). Kada se jednom formiraju, mogu potaknuti lan¢ane
reakcije reagiraju¢i medusobno ili s drugim, manje reaktivnim molekulama. Tada neparni
elektroni formiraju kemijske veze uz oslobadanje energije. Najcesce reakcije u kojima sudjeluju
slobodni radikali uklju€uju donaciju elektrona (reducirani radikal donira elektron), prihvacanje
elektrona (oksidirani radikal prima elektron), uklanjanje vodika i reakcije adicije. Poluvrijeme
zivota slobodnih radikala u bioloSkim sustavima vrlo je kratko, najceS¢e svega nekoliko

mikrosekundi, §to oteZava njihovo kvantificiranje (KEHRER, 2000.; HORTON, 2003.).

U zdravim stanicama slobodni radikali prisutni su u vrlo niskim koncentracijama.
Stanice nastoje odrzati ravnotezu izmedu njihove proizvodnje i eliminacije, §to postizu
djelovanjem antioksidativnog sustava. Antioksidansi djeluju kao ,lovci®“ na radikale,
neutraliziraju¢i reducirajuc¢e 1 oksidiraju¢e molekule. Ako i1z bilo kojeg razloga dode do
relativnog ili apsolutnog manjka antioksidansa, sposobnost stanica da uklanjaju reaktivne
kisikove spojeve opada, a koncentracija ROS raste. Posljedicno se smanjuje obnavljanje
stani¢nih enzima i detoksikacijska funkcija stanice, §to dovodi do nakupljanja ROS-a koji mogu
imati toksicne ucinke, mijenjati funkcije stanica 1 ugrozavati njihovo prezivljavanje

(OGBUEWU i sur., 2010.; HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.). Drugim rijecima,
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poremecaj ove ravnoteze, tj. pomak u korist oksidansa, naziva se oksidativni stres i ukljucuje

oste¢enje makromolekula te razvoj metaboli¢kih poremeéaja (ZURA ZAJA i sur., 2019.).

Kisikovi radikali mogu izazvati niz Stetnih reakcija, ukljucujuéi peroksidaciju masti,
oSte¢cenje DNK 1 bjelanCevina. Oni mogu oksidirati gotovo svaku organsku molekulu,
destabilizirati duSikove atome u DNK, RNK i aminokiselinama te dvostruke veze u masnim
kiselinama. Takva oSte¢enja mijenjaju strukturu i funkciju stanica, remete imunoloski sustav i
procese popravka. Slobodni radikali mogu imati i citotoksi¢an uc¢inak, uzrokujuci stani¢nu smrt
(nekrozom ili apoptozom), kromosomske aberacije, mutacije i karcinogenezu (FURST, 1996.;
DEAN i sur., 1997.; KEHRER, 2000.; JACOB i WINYARD, 2009.).

2.5.2. Reaktivni kisikovi spojevi

Elektronska konfiguracija molekularnog kisika (O:), s dva neparna elektrona,
odgovorna je za njegovu dvostruku ulogu — klju¢nu ulogu u odrzavanju Zivota i potencijalnu
toksi¢nost. Zbog toga je aerobni metabolizam povezan s nastankom reaktivnih kisikovih
spojeva 1 oksidacijom bioloskih molekula, §to moze promijeniti funkciju stanica i ugroziti
njihovo prezivljavanje (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.; OGBUEWU i sur., 2010.).
Takva konfiguracija omogucuje postupnu redukciju kisika, pri ¢emu nastaju slobodni radikali
u sljede¢em redoslijedu: molekularni kisik (O2), superoksidni radikal (O2-"), vodikov peroksid

(H20., oksidacijsko sredstvo), ¢ija daljnja redukcija stvara hidroksilni radikal (OH").

Pojam reaktivni kisikovi spojevi (engl. reactive oxygen species, ROS) obuhvaca
slobodne radikale, ali 1 reaktivne molekule koje to nisu (Tablica 1). Najvazniji radikali u
bioloSkim sustavima su superoksidni anion (O:-") 1 hidroksilni radikal (OH-), dok medu
spojevima koji nisu radikali najznacajnije mjesto zauzimaju vodikov peroksid (H20), singletni
kisik ('02) i hipoklorna kiselina (HOCI) (SVERKO, 2011., HALLIWELL i GUTTERIDGE,
2015.) (Slika 3.).
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Slika 3. Redukcija kisika i nastanak slobodnih radikala (SVERKO, 2011.).

Izvori ROS-a mogu biti vanjski (npr. ionizirajue zracenje koje cijepa molekule vode,
duhanski dim s visokim sadrzajem radikala) i unutarnji (enzimski kataliti¢ki sustavi, aktivacija
neutrofila pri obrani od bakterija, mitohondrijski lanac prijenosa elektrona kao primjer
,slu¢ajnog® stvaranja radikala) (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015., ZURA ZAJA i sur.,
2023.).

Superoksidni anion (O2-") ima kljuénu ulogu u Zivotu aerobnih organizama. Glavni izvor
njegova stvaranja je mitohondrijski respiratorni lanac, pri ¢emu se u fizioloskim uvjetima mali
dio ukupno potroSenog kisika reducira u superoksid (MURPHY, 2009.). Osim toksi¢nog
djelovanja, superoksid funkcionira i kao signalna molekula koja regulira brojne procese,
ukljucujuéi apoptozu, starenje i stanicnu senescenciju (CAMPOS CHISTE 1 sur., 2015,
ANDRES i sur., 2023.).

Vodikov peroksid (H20:), iako nije slobodni radikal, djeluje kao vaZna signalna
molekula koja sudjeluje u regulaciji redoks statusa stanice i metaboli¢kih odgovora (ANDRES
1 sur.,, 2023.). Medutim, u visokim koncentracijama postaje toksican, ponajprije zbog
mogucnosti stvaranja visoko reaktivnog hidroksilnog radikala u prisutnosti prijelaznih metala
poput zeljeza 1 bakra. Na stani¢noj razini viSak H>O: moze izazvati upalu, apoptozu i
oksidativna oSte¢enja biomolekula, a zbog sposobnosti prolaska kroz bioloske membrane moze

potaknuti stvaranje sekundarnih reaktivnih spojeva (SIES, 2017.).

Hidroksilni radikal (OH-) smatra se najreaktivnijim od svih slobodnih radikala. Reagira
s razli¢itim staniénim spojevima te moze uzrokovati oksidativna oSte¢enja aminokiselina i
proteina. Posebno je Stetan za nukleinske kiseline jer moze izazvati cijepanje lanca i kemijske

modifikacije baza DNK, Sto moze dovesti do mutageneze i karcinogeneze. Takoder moze
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inicirati peroksidaciju lipida u staniénim membranama, §to moZe rezultirati promjenama
njihove propusnosti i funkcije, uklju¢ujuci poremecaj ionskih kanala te aktivnosti membranskih
enzima 1 receptora. Posljedi¢no dolazi do narusavanja stani¢ne funkcije i, u odredenim

uvjetima, stani¢ne smrti (ANDRES i sur., 2023.).

Superoksidni anion (O2") 1 vodikov peroksid (H202) mnogo su selektivniji i stoga manje
reaktivni ali imaju vaznu ulogu kao prekursori visoko reaktivnih radikala. Hidroksilni radikali
nastaju interakcijom superoksidnog aniona i vodikovog peroksida, a reakciju kataliziraju
prijelazni metali (npr. Zeljezo, bakar) u tzv. Haber—Weissovoj i Fentonovoj reakciji (KEHRER,
2000.; ANDRES i sur., 2023.) (Tablica 1.).

Tablica 1. Reaktivni kisikovi spojevi (prema STEFAN i sur., 2007.)

Slobodni radikali Cestice koje nisu slobodni radikali
superoksidni, Oz™ vodikov peroksid, H20>
hidroksilni, OH’ hipokloritna kiselina, HCIO
peroksilni, ROO* ozon, O3

alkoksilni, RO’ singletni Kisik, 102

hidroperoksilni, HO,'

2.5.3. Reaktivni dusikovi spojevi

Osim ROS-a, u bioloskim sustavima prisutne su i druge skupine reaktivnih molekula,
ukljucujuéi reaktivne dusikove spojeve (RNS), kao i reaktivne kloridne, bromidne i sumporne
spojeve, koji mogu ukljucivati i radikale 1 neradikalske vrste (HALLIWELL 1 GUTTERIDGE,
2015.; ADAMS i sur., 2015.).

Dusik (N) je esencijalni element zivota, u atmosferi prisutan pretezno u obliku plina Na.
Kada se razbije snazna veza u molekuli N2, duSik postaje reaktivan te se pojavljuje u razli¢itim
oblicima. U bioloskim sustavima najvazniji RDS su slobodni radikali poput dusikovog oksida
(NO-) 1 dusikovog dioksida (NOs2-), ali 1 reaktivne molekule koje nisu radikali, primjerice
dusi¢na kiselina (HNOz2) 1 peroksinitrit (ONOQO") (vidi Tablicu 2). Reaktivni dusikovi spojevi
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(RDS) predstavljaju specificnu skupinu molekula ukljuc¢enih u stani¢nu signalizaciju, dok je

dusik kao element sastavni dio brojnih bioloskih makromolekula (ADAMS i sur., 2015.).

Dusikov oksid (NO-) kao radikal relativno slabo reagira s ve¢inom biomolekula, ali se
lako spaja s drugim radikalima, obicno tvore¢i uglavnom reaktivne spojeve. U organizmu
nastaje iz L-arginina djelovanjem enzima dusikov-oksid sintaze (NOS) u endotelnim, zivéanim
I upalnim stanicama (MONCADA i HIGGS, 1993.; HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.).
Njegove fizioloske funkcije su brojne, medu kojima su: lokalna vazodilatacija, regulacija
krvnog tlaka, inhibicija agregacije trombocita, regulacija srCane kontraktilnosti, stani¢no
signaliziranje, djelovanje kao neurotransmiter u srediSnjem ziv€éanom sustavu (npr. kod procesa
pamcéenja), te modulacija funkcije perifernih organa putem neadrenergi¢nih, nekolinergi¢nih
zivaca. Dusikov oksid takoder sudjeluje u uspostavljanju i modulaciji imunolo$kog odgovora
(MONCADA 1 HIGGS, 1993.). U niskim koncentracijama dusikov oksid ima vaznu fiziolosku
ulogu i u reprodukciji, osobito u procesu oplodnje, jer odrzava gibljivost spermija (ZURA

ZAJA isur., 2019.) (Tablica 2.).

Tablica 2. Reaktivni dusikovi spojevi (prema STEFAN i sur., 2007.)

Slobodni radikali Cestice koje nisu slobodni radikali

dusikov oksid, NO™ nitrozil, NO*
nitritna kiselina, HNO-
dusikov trioksid, N2O3
dusikov dioksid, NO2™ peroksinitrit, ONOO™

alkilperoksinitrit, ROONO

Osim kisikovih radikala, makrofagi proizvode i NO-, koji koriste u uniStavanju
patogenih mikroorganizama i tumorskih stanica. lako sam po sebi nije izrazito toksic¢an, NO-
lako reagira s vodikovim peroksidom (H202) ili superoksidnim anionom (O:"), stvarajuci
toksicnije spojeve koji u€inkovito uniStavaju bakterije, gljivice, helminte 1 tumorske stanice

(STEVANOVIC i sur., 2011.; NIEDER i BENBI, 2022.).
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2.5.4. Antioksidativna obrana organizma

Potencijalna toksi¢nost reaktivnih kisikovih 1 duSikovih spojeva pod fizioloSkim
uvjetima ublazava se djelovanjem brojnih citoprotektivnih enzima i spojeva poznatih pod
zajednickim nazivom antioksidansi. Antioksidans je spoj koji, iako prisutan u niskoj

koncentraciji u odnosu na oksidirajucu tvar, znacajno usporava ili sprje¢ava njezinu oksidaciju

(HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.) (Slika 5.).
Glavni mehanizmi djelovanja antioksidansa ukljucuju:
a) ogranicavaju stvaranja ROS-a,

b) eliminaciju ve¢ nastalih spojeva djelovanjem specifi¢nih enzima poput superoksid-
dismutaze (SOD), katalaze i glutation-peroksidaze, kao i drugih antioksidansa prisutnih u
stanicama i tjelesnim tekuc¢inama (vitamin C, vitamin E, urati, glukoza, selen, ubikinon,

glutation),

c¢) uklanjanje oStecenja i oste¢enih molekula prije nego $to njihovo nakupljanje izazove

dodatna ostecenja (ABEYRATHNE i sur., 2022.; HEWITT i DEGNAN, 2023.).

PRVA RAZINA ZASTITE:

sprjefavanje stvaranja slobodnih radikala

SUPEROKSID DISMUTAZA, GLUTATION REDUKTAZA, GLUTATION PEROKSIDAZA,
KATALAZA, GLUTATION I TIOREDOKSIN SUSTAV I BJELANCEVINE KOJE VEZU
METALE (hemoglobin. feritin. ...)

DRUGA RAZINA ZASTITE:

sprjefavanje stvaranja i irenja lan&an e reakcije lipidske
peroksidaciie

VITAMINI A, E, C, KAROTENOIDI, UBIKINONI, GLUTATION,
MOKRACNA KISELINA

TRECA RAZINA ANTIOKSIDATIVNE ZAXSTITE:

uklanjanje i obnavljanje oitecenih dijelova molekula

LIPAZE, PEPTIDAZE, PROTEAZE, TRANSFERAZE, DNK-A REPARIRAJUCI ENZIMI
(ligaze, nukleaze, polimeraze, proteinaze, fosfolipaze)

Slika 5. Zastitne razine antioksidacijskog sustava (prema SURAI, 2006.).
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Endogeni antioksidansi neprekidno se proizvode u tijelu te se dijele na enzimske i
neenzimske molekule. Oni medusobno djeluju i nadopunjuju se, a obi¢no su smjesteni u
citoplazmi i razli¢itim stani¢énim organelama, dok se dio nalazi i u izvanstani¢nim tekuc¢inama.
Zajednickim djelovanjem endogeni i egzogeni antioksidansi neutraliziraju ucinak slobodnih
radikala i pridonose uc¢inkovitijem imunoloskom odgovoru. Enzimski antioksidansi uglavnom
su unutarstani¢no lokalizirani, dok se neenzimski spojevi nalaze i unutar i izvan stanica

(ABEYRATHNE i sur., 2022.; HEWITT i DEGNAN, 2023.) (Slika 4.).
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PREVENTIVNI MEHANIZMI
(npr. prevencija stvaranja ROS-a

REPARACIISKI el e il FIZICKA ZASTITA
MEHANIZMI (npr. stabilizacija bioloskih stanja,
(npr. DNK-reparacijski enzimi) steri¢na interferencija)

ZASTITNI MEHANIZMI

PROTIV OKSIDATIVNOG
STRESA

ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA

!

-------------------------- -
ANTIOKSIDATIVNI ENZIMI ANTIOKSIDANSI i INDIREKTNO DJELUJUCI |
PRIMARNI (SOD, CAT, perok.sidaze.) MALE MOLEKULSKE | 5 | ANTIOKSIDANSI MALE i
SEKUNDARNI (G6PD, ksantin oksidaza) l\i[ASVF:: - MOLEKULSKE MASE :

(Cistaci”) i_ (kelatirajuéi agensi) ]

EGZOGENI

i

1 OTPADNI PROIZVODI ENDOGENI H

(tokoferoli, karotenoidi, }
i
1

i

! 1
: METABOLIZMA i : (histidin di-peptidi: karnosin,
1 | 1
1 | I
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Slika 4. Podjela stani¢nih obrambenih mehanizama ukljucenih u zastitu od oksidativnog

stresa (prema KOHEN i NYSKA, 2002.).

2.5.4.1. Neenzimski antioksidansi

Neenzimski antioksidansi dijele se na endogene (metaboli¢ke) 1 egzogene

(prehrambene).

Endogeni antioksidansi ukljucuju spojeve koji se proizvode u tijelu, poput a-lipoicne
kiseline, glutationa, L-arginina, mokraéne kiseline, bilirubina, koenzima Q10, melatonina,
proteina niske molekulske mase koji vezu teske metale, transferina i drugih (PHAM-HUY i

sur., 2008.; ABEYRATHNE i sur., 2022.).
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Egzogeni antioksidansi (nutrijenti) ne mogu se sintetizirati u tijelu te se moraju unositi
hranom i/ili dodacima prehrani. Oni mogu biti prirodni ili sinteticki, a medu najvaznijima su
vitamin E, vitamin C, karotenoidi, flavonoidi, likopen te elementi u tragovima poput selena
(Se), bakra (Cu), cinka (Zn) i mangana (Mn) (SHINDE i sur., 2012.; ABEYRATHNE i sur.,
2022.).

e Vitamin C (askorbinska kiselina) ima vaznu ulogu u bioloskim procesima oksidacije-
redukcije i stani¢nom disanju. Djeluje kao ,hvata¢“ i neutralizator ROS-a i RDS-a
unutar i izvan stanice te predstavlja jedan od glavnih antioksidansa u plazmi. Njegovi
ucinci ukljucuju redukciju oksidiranog vitamina E, prevenciju oksidacije lipoproteina
niske gusto¢e (LDL, engl. low-density lipoprotein), povecanje resorpcije Zeljeza u
probavnom sustavu, djelovanje kao enzimatski ko¢imbenik te neutralizaciju a-tokoferol

radikala, peroksida i drugih radikala (SCHLUETER i JOHNSTON, 2011.)

e Vitamin E je lipofilni antioksidans, sastavni dio bioloskih membrana i lipoproteina u
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krvi. Najzastupljeniji je i naju¢inkovitiji liposolubilni ,,hvata¢“ peroksilnih radikala u
organizmu. Ugraden je u lipidni dvosloj stani¢énih membrana, gdje inhibira lancane
reakcije slobodnih radikala u procesu lipidne peroksidacije. Djeluje u membranama
organela, lipoproteinima, masnom tkivu i mozgu, a ima znacajnu ulogu u usporavanju
razvoja ateroskleroze, kardiovaskularnih i drugih bolesti. Kada tijekom peroksidacije
lipida nastanu peroksilni i alkilni radikali, oni prvenstveno reagiraju s vitaminom E, a

ne s obliznjim masnim kiselinama (SCHNEIDER, 2005.).

e Vitamin A 1 njegovi derivati u¢inkovito neutraliziraju ROS, posebno singletni kisik.
Kao 1 vitamin E, nalazi se u stani¢nim membranama i lipoproteinima. Njegovo
djelovanje povezano je zastitom lipida od oksidativnog ostecenja, dok su ucinci na

razvoj kardiovaskularnih bolesti predmet istrazivanja (SIES i sur., 2017.).

2.5.4.2. Enzimski antioksidansi
a) Superoksid dismutaza

Superoksid-dismutaza (SOD) klju¢ni je unutarstani¢ni antioksidativni enzim. Ovaj
enzim katalizira dismutaciju superoksidnog radikala (O2"), pri ¢emu nastaju kisik (O2) i manje
reaktivni vodikov peroksid (H20-). Nastali peroksidi dalje se razgraduju djelovanjem katalaze
ili glutation-peroksidaze (ALVAREZ i sur., 1987.).
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Iako je SOD prvi put izoliran 1939. godine, njegov antioksidativni u¢inak potvrden je
tek 1969. godine. Ovo otkri¢e potaknulo je razvoj teorije prema kojoj je superoksidni radikal
glavni ¢imbenik toksi¢nosti kisika, dok SOD predstavlja klju¢nu zastitu od njegovih Stetnih
ucinaka. Aktivnost SOD-a raste s povecanjem koncentracije kisika (FRIDOVICH, 1995.;
HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.; ZURA ZAJA, 2019.; KHATUN i RAJAK., 2026.).

SOD postoji u nekoliko izoformi koje se razlikuju prema vrsti metalnog iona u aktivnom
mjestu, aminokiselinskom sastavu, molekulskoj masi, broju podjedinica, kofaktori, lokalizaciji,
mehanizmima regulacije i funkciji u specifiénim fizioloskim i patoloskim procesima. Kod ljudi
su prisutna tri glavna oblika (LANDIS i TOWER, 2005.; OLIVEIRA SANTOS i DE
CARVALHO., 2024.).:

1. citosolna bakar-cink superoksid-dismutaza (Cu/Zn-SOD),
2. mitohondrijska superoksid-dismutaza (Mn-SOD),
3. izvanstani¢na superoksid-dismutaza (EC-SOD).

SOD razgraduje O:~ izuzetno visokom brzinom, koriste¢i mehanizam sukcesivne
oksidacije i redukcije iona prijelaznog metala u aktivnom mjestu enzima (MATES i sur., 1999.;
FElisur., 2021.).

b) Glutation-peroksidaza

Glutation-peroksidaza (GSH-Px) pripada skupini filogenetski povezanih enzima, prvi
put otkrivenih u Zivotinjskom tkivu 1957. godine. Njezina prisutnost u biljkama i bakterijama
znatno je manja. Ovaj enzim predstavlja dodatni mehanizam protiv lipidne peroksidacije i
katalizira redukciju vodikovog peroksida 1 organskih hidroperoksida u vodu i odgovarajuci
alkohol, pri ¢emu kao donor vodika koristi reducirani glutation (GSH). Jedna od klju¢nih uloga
GSH-Px-a je odrzavanje ravnoteze izmedu ROS-a i antioksidansa, odnosno regulacija
homeostaze H>0: u signalnim putevima (ZHANG i sur., 2012.; BRIGELIUS-FLOHE i
MAIORINO, 2013.; ZINELLU i sur., 2021.).

Enzim je Siroko rasprostranjen u Zivotinjskim tkivima te pokazuje visoku specifi¢nost
prema glutationu kao donoru vodika. Osim vodikovog peroksida, moze neutralizirati i druge
perokside oksidacijom, ukljuc¢ujuéi perokside masnih kiselina i sintetske perokside (npr. kumil-
hidroperoksid i tert-butil-hidroperoksid), koji se Cesto koriste kao supstrati u in vitro uvjetima.

Medutim, nisu svi GSH-Px enzimi sposobni neutralizirati perokside masnih kiselina vezane u

28



lipidima membrana i lipoproteina, pa ih lipaze prvo moraju osloboditi. Djelovanje GSH-Px-a
moze se inhibirati tiomalinskom kiselinom (CHAUDIERE i sur., 1984.).

Ukupna aktivnost GSH-Px-a u ljudi i Zivotinja najizraZzenija je u jetri, bubrezima i punoj
krvi, umjerena u eritrocitima, srcu i mozgu, dok je najniza u skeletnom misi¢ju, masnom tkivu
i plazmi (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.; ZURA ZAJA, 2019; ZINELLU i sur., 2021.).
Glutation-peroksidaza djeluje zajedno s glutationom, tripeptidom prisutnim u visokim
koncentracijama unutar stanica te je kljuni enzim u zastiti organizma pri niZim razinama

oksidacijskog stresa (VALKO i sur., 2006.; ZURA ZAJA, 2015.).

2.5.5. Oksidativni stres

Oksidativni stres odnosi se na pomak u ravnotezi stani¢nih oksidacijsko-redukcijskih
reakcija u korist oksidacije ili prekomjerne tvorbe slobodnih radikala. Drugim rije¢ima, rijec je
o gubitku ravnoteze izmedu stvaranja radikala i sposobnosti stanice da ih neutralizira uz pomo¢
antioksidativnog sustava. Uzroci mogu biti mehanicke, bakterijske, virusne ili toksi¢ne prirode,

a rezultat je iscrpljivanje vecéine reduciraju¢ih spojeva u stanici (HALLIWELL i

GUTTERIDGE, 2015.).

Lipidi imaju viSestruke uloge: oni su funkcionalne i strukturne komponente bioloskih
membrana, glavne energetske rezerve organizma, prekursori vitamina i hormona te sudjeluju u

medustani¢noj komunikaciji i regulaciji ekspresije gena (CATALA, 2009.).

Peroksidacija lipida predstavlja oksidativnu degradaciju lipida koju poticu ROS 1/ili
RDS. U ovom procesu slobodni radikali ,,kradu‘ elektrone iz lipida u stani¢nim membranama,
lipoproteinima 1 drugim molekulama, Sto rezultira oSte¢enjem stanica i1 gubitkom integriteta
membrane (HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.). Proces se nastavlja mehanizmom lancane
reakcije slobodnih radikala (STEFAN i sur., 2007.). Tijekom peroksidacije lipida najprije
nastaju primarni proizvodi koji se brzo razgraduju, dok se iz njih stvaraju sekundarni proizvodi
poput aldehida (GIROTTI, 1998.; GUERAUD i sur., 2010.) (Slika 6.). Najvazniji i najées¢i
krajnji produkti lipidne peroksidacije su reaktivni aldehidi malondialdehid (MDA) i 4-
hidroksinonanal (4-HNE) (AYALA i sur., 2014.).
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Slika 6. Tijek lipidne peroksidacije (SVERKO, 2011.).

Koncentracija markera oksidativnog statusa znafajno se razlikuje medu tkivima
(MADEIRA 1 sur., 2013.), a posljedice ovise o tome koji je organ zahvacen. U jetri oksidativno
ostecenje moze ograniciti sposobnost detoksikacije krvi i skladiStenja glikogena (OETTL i sur.,
2013.). U mozgu takva ostecenja dovode do smanjenja kognitivnih sposobnosti te mogu utjecati
na ponasanje 1 vrijeme reakcije, ukljucujuci i termoregulacijsko ponasanje (FORSTER 1 sur.,
1996.). Respiratorne povrsine, poput pluca i $krga, ¢esto nakupljaju visoke koncentracije
produkata povezanih s ROS-om, dok mozdano tkivo u istom organizmu moze pokazivati

minimalne ili nikakve promjene kao odgovor na temperaturni stres (MADEIRA i sur., 2013.).

Termalna osjetljivost tkiva vazan je faktor u procjeni u¢inaka temperaturnog stresa.
Primjerice, mozak tolerira samo minimalne temperaturne fluktuacije, dok je misi¢no tkivo

znatno otpornije (KIYATKIN, 2010.; RITCHIE i FRISIEN, 2022.).
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2.5.6. Metode odredivanja oksidativnog statusa

Izravno odredivanje slobodnih radikala je tesko zbog njihovih niskih koncentracija (oko
107" mol/L) 1 kratkog poluvijeka trajanja (u milisekundama). Moguce ih je izravno detektirati
koriStenjem elektronske spin rezonancije, no zbog kratkog zivotnog vijeka slobodnih radikala
te tehnicke zahtjevnosti metode, elektronska spin rezonancija uglavnom je ogranicena na
specijalizirana eksperimentalna istrazivanja (CVORISCEC i CEPELAK, 2009.). Za
odredivanje ROS postoje brojne indirektne metode koje zapravo detektiraju oksidativni stres, a

temelje se na sljede¢im pristupima:

* Odredivanje aktivnosti enzima koji proizvode ROS (npr. mijeloperoksidaza, dusikov-

oksid sintaza)

* Odredivanje koncentracije pojedinih antioksidansa ili aktivnosti citoprotektivnih

enzima (SOD, GSH-Px, CAT, vitamini A i C, koncentracija izvanstani¢nih antioksidansa

* Odredivanje proizvoda reakcije slobodnih radikala s biomolekulama (MDA, hlapljivi
ugljikovodici, antitijela protiv oksidiranog LDL-a)

* Odredivanje bioloSkog antioksidativnog potencijala (BAP) 1 derivata reaktivnih

kisikovih metabolita (d-ROM)

Metode za odredivanje ukupnog antioksidativnog statusa smatraju se pouzdanijim
pokazateljem aktivnog obrambenog mehanizma organizma, a najceS¢e koriStena je metoda
odredivanja ukupnog antioksidativnog kapaciteta (CVORISCEC i CEPELAK, 2009.). Bududéi
da se markeri i tkiva medusobno razlikuju po bioloskom podrijetlu i funkciji, izmjerene
vrijednosti oksidativnog statusa razli€itih tkiva istog pojedinca ne moraju nuzno biti u
korelaciji. Stoga je kljucno istrazivacko pitanje odabir najrelevantnijeg pokazatelja
oksidativnog statusa, ali i odgovarajuceg tkiva. Pilot-studije pritom su korisne za testiranje
korelacija izmedu biomolekularnih markera i specifi¢nih tkiva unutar iste ili filogenetski bliskih

vrsta (RITCHIE i FRISIEN, 2022., SHEK VUGROVECKI i sur., 2025.).

2.5.6.1. Bioloski antioksidativni potencijal (BAP)

Bioloski antioksidativni potencijal (BAP) predstavlja mjeru ukupnog antioksidativnog
kapaciteta bioloskih tekuc¢ina i tkiva te odrazava sposobnost organizma da se obrani od
oksidativnog stresa. Vrijednosti BAP-a odreduju se razli¢itim testovima koji procjenjuju

redukcijsku mo¢ prisutnih antioksidansa, ukljucujuéi urate, askorbinsku kiselinu, a-tokoferol i
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bilirubin, a svi oni sudjeluju u redukciji Zeljezova (III) kationa (Fe**) u zeljezov (II) kation
(Fe*") (KILK i sur., 2014.). Istrazivanja su pokazala da razine BAP-a mogu znacajno varirati
medu razli¢itim populacijama i stanjima, $to potvrduje njegovu vaznost kao potencijalnog
biomarkera za niz bolesti, ukljucuju¢i kardiovaskularne i neurodegenerativne poremecaje
(KAWALI 1 sur., 2017.; OK 1 sur., 2018.). Nize razine BAP-a povezane su s poveéanim
oksidativnim stresom, koji moze ubrzati napredovanje bolesti (CAVALLO i sur., 2019.). Osim
toga, BAP test je validiran u ljudskoj i veterinarskoj medicini, pa se smatra korisnim alatom za
pracenje oksidativnog statusa i1 u zdravlju i u bolesti (PASQUINI i sur., 2007., SHEK
VUGROVECKI i sur., 2025.). Ukratko, BAP je pokazatelj udinkovitosti antioksidativnog
obrambenog sustava organizma te pruza vrijedne informacije za procjenu zdravstvenog statusa

i planiranje terapijskih intervencija.

2.5.6.2. Derivati reaktivnih kisikovih metabolita (d-ROM)

Derivati reaktivnih kisikovih metabolita (d-ROM) predstavljaju biomarker oksidativnog
stresa koji odrazava koncentraciju hidroperoksida nastalih oksidacijom lipida, proteina i drugih
biomolekula (KILK i sur., 2014.). Od uvodenja d-ROM testa pocetkom 21. stolje¢a njegova
primjena postala je Siroko rasprostranjena zbog jednostavne izvedbe, brze analize i relativno
niskih troSkova. Metoda se temelji na oksidaciji kromogena u prisutnosti hidroperoksida i iona
zeljeza u kiselom mediju, pri ¢emu intenzitet obojenja odgovara ukupnom oksidativnom statusu
uzorka (KILK i sur., 2014.).

Odredivanje d-ROM-a koristi se u brojnim istrazivanjima na ljudima i zivotinjama za
procjenu oksidativnog stresa povezanog s fizioloskim i patoloskim stanjima (KOTANI
isur., 2010.; DOHI i sur., 2013.; SUZUKI i sur., 2008.). PoviSene vrijednosti d-ROM-
a povezane su s malignim bolestima, kardiovaskularnim poremecajima, kroni¢nim
upalnim procesima 1 izlozenoS¢u razliCitim okoliSnim stresorima (KAWAI 1 sur.,
2021.). U veterinarskim i humanim istrazivanjima d-ROM test primjenjuje se i za
procjenu oksidativnog statusa razli¢itih kraljeznjaka, ukljucuju¢i gmazove (SHEK
VUGROVECKI i sur., 2025.).

2.5.5. Omjer d-ROM i BAP

Budu¢i da neravnoteza izmedu oksidansa i antioksidansa predstavlja temeljni koncept
oksidacijskog stresa (CASTILLO 1 sur., 2005.), razvijeni su razli¢iti pristupi za kvantifikaciju
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tog odnosa. Jedan od njih je indeks oksidacijskog stresa (engl. oxidative stress index, OSi),
definiran kao omjer ukupnih oksidansa i antioksidativnog kapaciteta (ABUELO i sur., 2013.).

U nekim istrazivanjima d-ROM i BAP testovi koriste se zajedno za procjenu
oksidativnog statusa, pri cemu njihova kombinirana interpretacija omogucuje uvid u ravnotezu
izmedu oksidansa i antioksidansa (SHONO i sur., 2020.; SHEK VUGROVECKI i sur., 2025.).
Njihov omjer moze se koristiti kao praktican pokazatelj tog odnosa, iako takav pristup nije

univerzalno standardiziran te se interpretira u kontekstu koristenih metoda i analiziranih vrsta.

2.5.7. Oksidativni stres u gmazova

Gmazovi posjeduju i enzimske i neenzimske antioksidativne sustave. Klju¢ni enzimski
antioksidansi ukljucuju glutation peroksidazu (GSH-Px) i superoksid dismutazu (SOD), koji su
od esencijalne vaznosti za detoksikaciju Stetnih peroksida i superoksidnih radikala (CHEN i
sur., 2024.). Neenzimski antioksidansi, poput vitamina C i1 E, takoder doprinose ukupnom
antioksidativnom kapacitetu, Stite¢i stani¢ne strukture od oksidativnog oste¢enja kod gmazova

(GAVRIC i sur., 2015.; SHEK VUGROVECKI i sur., 2025.).

Oksidativni stres predstavlja znacajan izazov za gmazove, ektotermne organizme kod
kojih vanjski ¢imbenici mogu potaknuti poveéanu proizvodnju ROS-a. Tijekom izlaganja UV
zracenju, kojem su gmazovi izrazito izlozeni zbog potrebe za odrzavanjem tjelesne temperature,
dolazi do stvaranja slobodnih radikala koji mogu uzrokovati oste¢enja stanica i tkiva. Ipak, kod
gustera vrste Psammodromus algirus, unato¢ pove¢anom UV zracenju, nisu uoceni znakovi
oksidativnog stresa. Ovo potvrduje vaznost snaznog antioksidativnog sustava u tkivima guStera

(REGUERA i sur., 2015., MOLTEDO, 2023.).

Postoji idealna temperatura za sve gmazove, koja se naziva toplinski optimum (Topt), a
oznacava temperaturni raspon najpovoljniji za fizioloSke procese i performanse organizma.
Nasuprot Topt-u, postoje i kriticne temperature (CT, engl. critical temperature) — visoka
(CTmax) 1 niska (CTmin), koje se definiraju kao tocke u kojima organizam prelazi s aerobnog
na anaerobni metabolizam. Kako temperatura raste, performanse jedinke se poboljSavaju, a u
tom trenutku gmazovi mogu mijenjati svoje ponasanje (izlaganje ili izbjegavanje izvora topline)
kako bi regulirali tjelesnu temperaturu i odrzali Topt (PORTNER, 2002.). Ako promjene u
ponasanju ne mogu regulirati tjelesnu temperaturu, moze do¢i do pojacane proizvodnje ROS-a

i razvoja oksidativnog stresa (RITCHIE i FRISIEN, 2022.).
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Eksperimentalna stimulacija toplinskog vala kod kukuruzne zmije (Pantherophis
guttatus) pokazala je negativan ucinak na tjelesnu masu, ali i smanjenje oksidativnih oStec¢enja
te vjerojatno i imunoloskog odgovora. Stovise, toplinski valovi mogu imati sloZene, umjerene,
pa ¢ak i pozitivne fizioloSke u¢inke kod nekih skupina organizama (STAHLSCHMIDT i sur.,
2017.). Medutim, porast temperature koji oponasa globalno zagrijavanje izazvao je oksidativni

stres 1 imunosupresiju kod zivorodnog gustera (Eremias multiocellata) (HAN i sur., 2020.).

Anoksija 1 i1zloZenost temperaturama ispod to¢ke smrzavanja dovode do povecane
aktivnosti antioksidacijskih enzima (npr. katalaze u misi¢ima i plu¢ima, GSH-Px u misi¢ima
tijekom smrzavanja i SOD u jetri tijekom anoksije). Ovaj fenomen, poznat kao ,,oksidativno
pripremanje (engl. oxidative priming), znaci da poveéanje antioksidativhog kapaciteta
prethodi stvarnoj pojavi oksidativnog stresa (HERMES-LIMA i sur., 2001.). Povecana
aktivnost antioksidacijskih enzima odrazava poveéanu stopu njihove sinteze i/ili smanjenu
razgradnju (HERMES-LIMA i ZENTENO-SAVIN, 2002.). Zanimljivo je da se razina
glutationa nije promijenila tijekom smrzavanja u misi¢ima, niti u smrznutoj i anoksi¢noj jetri i
pluc¢ima, §to sugerira da stanice vrtne zmije (Thamnophis sirtalis) mogu odrzati antioksidativni
kapacitet ¢ak i u ekstremnim uvjetima smrzavanja i anoksije (HERMES-LIMA i STOREY,
1993.).

Razumijevanje oksidativnog stresa i povezanih antioksidativnih mehanizama kod
gmazova kljucno je za o¢uvanje njihovog zdravlja i dugoro¢ne odrzivosti populacija. PoviSene
razine oksidativnog stresa povezane su s razli¢itim zdravstvenim problemima, ukljucujuéi
smanjenu imunolosku funkciju 1 slabiju reproduktivnu uspjesnost (OLIVEIRA 1 sur., 2021.,
LEIVA i sur., 2022.). Osim toga, kako klimatske promjene nastavljaju oblikovati uvjete
okolisa, pracenje oksidativnog stresa u populacijama gmazova moze pruziti vrijedne uvide u
njihovu prilagodljivost i otpornost (VALERO i sur., 2014).. U tom kontekstu, gmazovi su
osobito ranjivi na ekstremne temperaturne uvjete koji dodatno povecavaju oksidativni stres.
Istrazivanja su pokazala da se gmazovi mogu djelomi¢no prilagoditi promjenama temperature
povecanjem aktivnosti antioksidativnih enzima, ¢ime se smanjuje razina ROS-a (VALERO i

sur., 2014).

Dokazano je da su gmazovi podlozni oksidativnom stresu koji moze rezultirati
ote¢enjem lipida, proteina i DNA (POLETTA i sur., 2016.; SHEK VUGROVECKI i sur.,
2025.). Primjerice, na krokodilima (Caiman latirostris) koristeni su parametri za procjenu
oksidativnog stresa i kapaciteta antioksidativne obrane, ukljucujuci lipidnu peroksidaciju i
ostecenja DNA, kako bi se procijenio utjecaj pesticida kao mogucéih izvora oksidativnog stresa.
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Rezultati istrazivanja pokazali su da se navedeni biomarkeri mogu uspje$no primijeniti u
procjeni oksidativnih ostecenja i antioksidativne obrane kod ove vrste te koristiti u budué¢im

biomonitoring istrazivanjima (POLETTA i sur., 2016.).

Razlike u razinama oksidativnog stresa izmedu spolova u nekim vrstama gmazova
sugeriraju da reproduktivne strategije mogu utjecati na ravnotezu izmedu pro-oksidativnih i
antioksidativnih mehanizama. Tako Zenke pojedinih vrsta, koje ulazu znacajnu energiju u brigu

za potomstvo, mogu biti izlozenije oksidativnom stresu zbog povecanih metabolickih zahtjeva

(COSTANTINI i HELFENSTEIN, 2017.).

Sveukupno, oksidativni stres predstavlja znacajan izazov za gmazove, pri cemu je pod
snaznim utjecajem razli¢itih okoli$nih i fizioloskih ¢imbenika. Dinami¢na interakcija izmedu
proizvodnje ROS-a i antioksidativnih obrambenih mehanizama kljucna je za ocuvanje zdravlja
1 adaptivnog potencijala ovih ektotermnih organizama. Daljnja istrazivanja parametara
oksidativnog stresa i antioksidativnih mehanizama doprinijet ¢e boljem razumijevanju biologije

gmazova te pruziti uvid u nove strategije za njihovo ocuvanje.

2.6. Povezanost masnokiselinskog sastava i oksidativnog statusa

Masne kiseline 1 oksidativni status predstavljaju medusobno povezane komponente
stani¢ne fiziologije. Sastav masnih kiselina odreduje brojna funkcionalna svojstva bioloskih
membrana, ukljucujué¢i njihovu fluidnost, propusnost, aktivnost membranskih proteina i
ucinkovitost stani¢ne signalizacije (HULBERT 1 sur., 2007.; HULBERT, 2010.). Posebno
vaznu ulogu imaju PUFA, koje zbog veceg broja dvostrukih veza doprinose fleksibilnosti
membrana i omogucuju brojne fizioloSke procese, ukljucujuéi prijenos signala i regulaciju
aktivnosti enzima i receptora (PAMPLONA i sur., 2002.; TSALUCHIDU i sur., 2008.).
Medutim, ista strukturna obiljezja koja PUFA daju vaZnu funkcionalnu ulogu €ine ih i izrazito
podloznima oksidativnim  oSte¢enjima uzrokovanima ROS-om (HALLIWELL i
GUTTERIDGE, 2015.).

Peroksidacija membranskih lipida jedan je od najvaznijih oblika oksidativnog oStec¢enja
stanice. Proces zapocinje reakcijom ROS s PUFA, pri ¢emu nastaju sekundarni produkti poput
malondialdehida (MDA) i 4-hidroksi-2-nonenala (4-HNE), koji mogu dodatno utjecati na
strukturu membrana, funkciju proteina 1 stani¢nu signalizaciju (AYALA 1 sur., 2014.).

Posljedi¢no moze do¢i do promjena u fluidnosti i propusnosti membrana, poremecaja funkcije
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receptora i ionskih kanala te oSte¢enja drugih stani¢nih struktura (TSALUCHIDU i sur., 2008.;
HALLIWELL i GUTTERIDGE, 2015.).

Zbog toga postoji uska povezanost izmedu masnokiselinskog sastava tkiva i1
antioksidativnog sustava organizma. Tkiva bogata nezasicenim masnim kiselinama
potencijalno su osjetljivija na oksidativna oSteCenja te zahtijevaju ucinkovitije mehanizme
antioksidativne zastite kako bi se odrzala redoks ravnoteza (PAMPLONA i sur., 2002.;
HULBERT 1 sur., 2007.). Smatra se da organizmi uskladuju sastav membranskih lipida s
kapacitetom antioksidativne obrane, pri ¢emu promjene u jednom sustavu cesto prate
prilagodbe u drugom. Stoga se masnokiselinski sastav i pokazatelji oksidativnog statusa sve
¢eS¢e promatraju integrirano, kao medusobno povezani ¢imbenici koji odrazavaju fiziolosko
stanje organizma 1 njegovu sposobnost prilagodbe okoliSnim uvjetima (HULBERT, 2010.;
COSTANTINI, 2014.).
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3. OBRAZLOZENJE TEME

Masne kiseline predstavljaju jednu od kljuénih komponenti bioloskih membrana te
imaju vaznu ulogu u energetskom metabolizmu, stani¢noj signalizaciji 1 prilagodbi organizma
okolisnim uvjetima. Kod ektotermnih kraljeZznjaka sastav masnih kiselina moze biti povezan s
prilagodbom promjenama temperature okoliSa, energetskim zahtjevima organizma te razlicitim
Zivotnim strategijama. Istodobno, metabolicki procesi povezani s prometom lipida mogu
utjecati na stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva, zbog ¢ega su lipidni metabolizam i

oksidativni status medusobno usko povezani fizioloski sustavi.

lako su masnokiselinski sastav tkiva i pokazatelji oksidativnog statusa relativno dobro
istrazeni kod brojnih skupina kraljeznjaka, podaci za gmazove, a osobito za slobodnozivuce
vrste gusStera roda Podarcis, i dalje su ograni¢eni. Primorska gusterica (Podarcis siculus) i kr§ka
gusterica (Podarcis melisellensis) dvije su Siroko rasprostranjene vrste na podrucju istocne
obale Jadrana koje Cesto nastanjuju sli¢na stanista, ali se razlikuju u ekoloskim i biogeografskim
obiljezjima. Zbog toga predstavljaju pogodan model za istrazivanje mogué¢ih meduvrsnih

razlika u lipidnom metabolizmu i oksidativnom statusu.

Ocekivani doprinos ovog istrazivanja ogleda se u proSirenju spoznaja o fizioloskim
znacajkama gustera roda Podarcis, s posebnim naglaskom na povezanost masnokiselinskog
sastava tkiva i oksidativnog statusa. Usporedbom P. siculus, vrste poznate po izrazenoj
sposobnosti §irenja i kolonizacije novih podru¢ja, i P. melisellensis, autohtone vrste
ogranicenije rasprostranjenosti, ovo istrazivanje pruza uvid u moguce fizioloske razlike koje
mogu biti povezane s razli¢itim ekoloskim strategijama ovih vrsta. Dobiveni rezultati doprinijet
¢e boljem razumijevanju lipidnog metabolizma 1 oksidativnog statusa kod gmazova te mogu
posluziti kao polaziSte za buduc¢a istraZzivanja fizioloSkih mehanizama koji sudjeluju u

prilagodbi, Sirenju areala i uspjesnosti kolonizacije novih stanista kod ektotermnih kraljeZnjaka.
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HIPOTEZA

Polaze¢i od pretpostavke da se fizioloSke osobitosti dviju vrsta mogu ocitovati u
razlikama masnokiselinskog sastava tkiva i pokazateljima oksidativnog statusa, postavljena je
hipoteza da se masnokiselinski sastav i pokazatelji oksidativnog statusa u ispitivanim tkivima i
organima razlikuju izmedu vrsta P. siculus i P. melisellensis koje potjecu s istih lokaliteta na

podru¢ju Dalmacije.

CILJEVI
OPCI CILJ: Utvrditi i usporediti masnokiselinski sastav razli¢itih tkiva i organa te procijeniti
oksidativni status u jetri i miSi¢nom tkivu primorske 1 kr§ke gusterice oba spola s triju lokaliteta
na podruc¢ju Dalmacije (Pag, Sinj 1 Knin).
SPECIFICNI CILJEVI:

1. Odrediti masnokiselinski sastav u homogeniziranim uzorcima miSi¢nog tkiva,
masnog tkiva, srca, jetre i mozga.

2. Usporediti masnokiselinski sastav analiziranih tkiva i organa s obzirom na vrstu, spol
i lokalitet.

3. Odrediti pokazatelje oksidativnog statusa u jetri i miSi¢nom tkivu.

4. Usporediti vrijednosti pokazatelja oksidativnog statusa u jetri i miSi¢nom tkivu s

obzirom na vrstu, spol i lokalitet.
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4. MATERIJAL | METODE

Provodenje ovog istrazivanja bilo je u skladu sa svim vaze¢im medunarodnim,
nacionalnim i institucionalnim smjernicama za skrb i1 koriStenje Zzivotinja. Istrazivanje je
provedeno u skladu sa Zakonom o zastiti zivotinja (NN 102/17, 32/19), Pravilnikom o zastiti
zivotinja koje se koriste u znanstvene svrhe (NN 55/13, 39/17 i 116/19), smjernicama za
uporabu zivotinja u istrazivanjima koje su izradili ASAB/ABS (ASAB Eticki odbor/ABS
Odbor za skrb o Zivotinjama, 2023.) te Etickim kodeksom Sveucilista u Zagrebu, na temelju
kojih je ishodeno odobrenje Etickog povjerenstva za zaStitu zivotinja u znanstvenim
istrazivanjima. Dopustenje za uzorkovanje gustera te potrebne analize odobrilo je Ministarstvo
zastite okolisa 1 energetike (klasa: UP/I-612-07/21-48/202; ur. broj: 517-10-1-1-21-4),
dopustenje Eti¢kog povjerenstva Prirodoslovno-matemati¢kog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu,
Hrvatska (klasa: 643-02/21-01/1, ur. broj 251-58-10617-21-1) i dopustenje Eti¢kog
povjerenstva Veterinarskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu, Hrvatska (klasa: 640-01/23-02/05,
ur. broj: 251-61-01/139-23-34).

4.1. Zivotinje

Jedinke koegzistiraju¢ih populacija vrsta Podarcis melisellensis i Podarcis siculus
prikupljene su hvatanjem om¢om na tri lokaliteta duz isto¢ne obale Jadrana: na otoku Pagu
(44,5686° N, 14,8902° E), u okolici Sinja (43,7226° N, 16,6738° E) i u okolici Knina (44,0418°
N, 16,2329° E). Lokaliteti su medusobno udaljeni najmanje 50 km, ¢ime je omoguéeno

uzorkovanje razli¢itih populacija (Slika 7.).
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Slika 7. Karta s ozna¢enim lokalitetima s kojih su prikupljene j edinke istrazivanih vrsta gustera.

Odabrani lokaliteti obuhvacali su staniSta usporedive strukturne slozenosti, ukljuc¢ujuci
poljoprivredne povrsine, pasnjake i livade, ispresijecane brdovitim podrucjima s makijom i
Sumskim fragmentima. Klimatski, lokaliteti Sinj 1 Knin pripadaju submediteranskom podrucju,
dok Pag predstavlja prijelaz izmedu submediteranske i mediteranske klime. Navedene
klimatske razlike odrazavaju se i u vegetacijskom sastavu, pri ¢emu Sinj i Knin dijele sli¢ne
biljne zajednice, dok se na Pagu uz submediteranske elemente pojavljuju i mediteranske biljne

vrste, poput Quercus ilex, Spartium junceum i Phillyrea angustifolia.

Na isto¢noj obali Jadrana vrste P. siculus i P. melisellensis mogu se pojavljivati
simpatri¢no, a na pojedinim mikrolokalitetima i sintopi¢no, odnosno u neposrednoj prostornoj
i vremenskoj blizini. U ovom istrazivanju uzorkovane su jedinke iz takvih koegzistiraju¢ih

populacija, u kojima se obje vrste pojavljuju unutar istog Sireg stani$nog mozaika.
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Ukupno je prikupljeno 126 jedinki: 60 jedinki vrste P. siculus (30 muzjaka i 30 Zenki)
te 66 jedinki vrste P. melisellensis (34 muzjaka i 32 Zenke), s tri razliCita lokaliteta (Tablica 3.).
Jedinke ukljucene u ovo istrazivanje prikupljene su u sklopu znanstvenog projekta Hrvatske
zaklade za znanost (HRZZ UIP-2019-04-8469: Dopaminska regulacija kompetitivnog
ponasanja u kohabitiraju¢im populacijama gustera Podarcis siculus i Podarcis melisellensis;

voditeljica: Sofia Ana Blazevic).

Tablica 3. Broj zivotinja po skupinama

Sinj  Knin Pag Ukupno
P. siculus muZzjaci 6 11 13 30
P. siculus zenke 10 8 12 30
P. melisellensis muzjaci 10 11 13 34
P. melisellensis zenke 10 10 12 32

Nakon terenskog uzorkovanja, zivotinje su transportirane u individualno oznacenim
platnenim vre¢icama u nastambi za Zivotinje Zavoda za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-
matematickog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (HR-POK-027). Tamo su jedinke smjestene

pojedinacno u prozirne plasti¢ne kutije, svaka s pripadaju¢om oznakom zivotinje (Slika 8.).
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Slika 8. Prostorija nastambe Zavoda za animalnu fiziologiju Prirodoslovno-matematickog

fakulteta SveucilisSta u Zagrebu gdje su bile smjestene Zivotinje.

Halogene Zarulje koristene su kao izvor topline, a UVB lampe za odrzavanje normalnih
fizioloskih funkcija gustera. Zivotinje su drane tijekom tri mjeseca u uvjetima koji su simulirali
prirodno okruZenje: temperatura zraka 20-25 °C, relativna vlaznost 40-60 % te dnevno-noéni
ciklus osvjetljenja 12 h/12 h. Navedeni parametri svakodnevno su kontrolirani. Hranjenje se
provodilo tri puta tjedno zivim cvrécima (Gryllus assimilis) poznatog sastava (Tablica 4.),

nabavljenima s certificirane farme insekata ,,Insektarij — tvornica buba®.

Tablica 4. Sastav cvrcka u suhoj tvari (izvor: https://www.insektarij.com/gryllus-assimilis/)

Kemijski sastav (u suhoj tvari)

Bjelan¢evine ukupne 65,0 %

42



Kemijski sastav (u suhoj tvari)

Metionin 0,7 %
Lizin 2,9 %
Masti ukupno 15,5 %
Palmitinska 25,0 %
Oleinska 25,0 %
Linolna 40,0 %
Pepeo ukupni (ukupni minerali) 5,2 %
Kalcij 12%
Fosfor 1,3%
Sirova vlaknina 8,0 %

Cvrcci su se prije hranjenja gustera posuli prahom kalcija s vitaminom D3 (Exo Terra
Calcium + D3z Powder Supplement for Reptiles and Amphibians, Rolf C. Hagen Inc., Montreal,
Kanada) i multivitaminima (Exo Terra Multi Vitamin Powder Supplement for Reptiles and
Amphibians, Rolf C. Hagen Inc., Montreal, Kanada). Zivotinje su imale stalan slobodan pristup

vodi.

Nakon razdoblja prilagodbe (30 dana), provedena su bihevioralna testiranja te najmanje

dva tjedna po njithovom zavrSetku Zivotinje su bile Zrtvovane.

4.2. Postupci s tkivima

U Zavodu za animalnu fiziologiju BioloSkog odsjeka Prirodoslovno-matematickog
fakulteta Sveucilista u Zagrebu, ukupno 126 gustera eutanazirano je dekapitacijom i prekidom
ledne mozdine, u skladu sa Zakonom o Zivotinjama (znanstveni postupci) Britanskog
ministarstva unutarnjih poslova iz 1986., Prilog 1. (engl. British Home Office Animals
(Scientific Procedures) Act 1986, Schedule 1). Odabrana metoda omoguc¢ila je brzo usmréivanje
Zivotinja uz minimalan stres te oCuvanje kvalitete tkiva potrebnih za daljnje analize. Nakon

eutanazije prikupljeni su uzorci tkiva i organa, ukljucujucéi srce, jetru, masno tkivo, mozak i
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miSic¢e natkoljenice straznje lijeve noge. MiSi¢no tkivo odgovara miSi¢ima natkoljenice
opisanim u radu PEREIRA i sur. (2015.): m. ambiens, m. fibularis longus, m. flexor tibialis
internus, m. gastrocnemius, m. ileofibularis i m. puboischiotibialis. Uzorci su transportirani na
suhom ledu u Zavod za fiziologiju i radiobiologiju Veterinarskog fakulteta SveuciliSta u

Zagrebu, gdje su pohranjeni na —20 °C do provodenja analiza.

4.3. Priprema uzoraka za analizu

Uzorci jetre 1 miSi¢nog tkiva homogenizirani su u 0,14 mol/L otopini kalijeva klorida
(KCI) u omjeru 1:10 (tkivo:KCI), dok su ostala tkiva (srce, masno tkivo i mozak)
homogenizirana u otopini kloroform:metanol (2:1) u volumenu od 2 mL. Homogenizacija je
provedena homogenizatorom Ultra-Turrax T25 Basic (IKA, Staufen, Njemacka) u staklenim
epruvetama od 3 mL. Uzorci jetre homogenizirani su ukupno 20 sekundi (2 x 10 s, s hladenjem
od 5 s izmedu), uzorci srca i misi¢a 30 sekundi (2 x 15 s, s hladenjem od 10 s izmedu), dok su
uzorci masnog tkiva i mozga homogenizirani 15 s, nakon ¢ega je uslijedilo 10 s hladenja. Sve
homogenizacije provedene su pri brzini od 13 500 rpm. Homogenati jetre i miSi¢a centrifugirani
su 30 minuta na 10 000 g pri 4 °C (Sigma 3 K 15, Sigma, Njemacka). Homogenati su podijeljeni
u dva alikvota. Jedan za odredivanje oksidativne stabilnosti, a drugi za odredivanje sastava

masnih kiselina.

Dobiveni supernatanti jetre 1 misi¢a odvojeni su i pohranjeni na —20 °C do provodenja
analiza. U njima su odredivani pokazatelji oksidativnog statusa: GSH-Px, SOD, BAP te d-
ROM.

4.4. Odredivanje pokazatelja antioksidativnog statusa

Aktivnost GSH-Px odredena je komercijalnim kompletima Ransel (Randox
Laboratories, Crumlin, Irska) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect c4000
(Abbott Laboratories, Abbott Park, IL, SAD). Metoda se temelji na katalizi oksidacije
glutationa (GSH) pomoc¢u vodikova peroksida i kumen-hidroperoksida. U prisustvu glutation-
reduktaze i reduciranog nikotinamid adenin dinukleotid fosfata (NADPH), oksidirani oblik
glutationa trenutno se reducira uz oksidaciju NADPH u NADP+. Aktivnost GSH-Px odredena

je u supernatantima homogenata jetre i mi$ica, a rezultati su izrazeni kao U/g bjelancevina.
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Aktivnost ukupne SOD odredena je komercijalnim kompletima Ransod (Randox
Laboratories, Crumlin, Irska) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect c4000.
Metoda se temelji na stvaranju superoksidnih radikala iz ksantina pomoc¢u ksantin-oksidaze.
Nastali radikali reagiraju s 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenil) -5-feniltetrazol-kloridom stvarajuéi
formazan crveno obojenje, pri ¢emu se aktivnost SOD-a mjeri kao stupanj inhibicije ove
reakcije. Aktivnost SOD-a odredena je u supernatantima homogenata jetre i miSica, a rezultati

su izrazeni kao U/g bjelancevina.

Koncentracija bjelan¢evina odredena je pirogalol red-molibdatnom kolorimetrijskom
metodom primjenom komercijalnog reagensa Urine/CSF Protein (Abbott Laboratories, Abbott

Park, IL, SAD) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect c4000.

Koncentracija BAP-a odredena je komercijalnim kompletima BAP Test (Diacron
International, Grosseto, Italija) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect c4000.
Test mjeri ukupni kemijski aktivni antioksidativni kapacitet, ukljuujuéi egzogene
antioksidanse (askorbinska kiselina, tokoferoli) i endogene antioksidanse (mokracna kiselina,
bilirubin, albumini). Koncentracija BAP-a odredena je u supernatantima homogenata jetre i

miSica, a rezultati su izrazeni u pmol/L.

Koncentracija d-ROM odredena je komercijalnim kompletima d-ROMs Test (Diacron
International, Grosseto, Italija) na automatskom biokemijskom analizatoru Architect c4000.
Ovim testom mjere se alkoksilni i hidroperoksilni slobodni radikali nastali iz hidroperoksida
prisutnih u uzorku. Koncentracija d-ROM-a odredena je u supernatantima homogenata jetre i
miSica, a rezultati su izrazeni u U.CARR (jedan U.CARR odgovara 0,08 mg/dL vodikova
peroksida).

Indeks oksidativnog stresa (engl. oxidative stress index, OSi) izraunat je prema
formuli: OSi=d-ROM/BAP

4.5. Odredivanje masnih kiselina

4.5.1. Ekstrakcija ukupnih lipida tkiva

Ekstrakcija ukupnih lipida provedena je modificiranom metodom po FOLCH i sur.
(1957.). Lipidi su ekstrahirani mjeSavinom kloroforma i metanola razli¢ite polarnosti.
Homogenati tkiva ekstrahirani su u tri razli¢ite smjese otapala: kloroform:metanol u omjerima
2:1, 1:1 1 1:2. Svaka ekstrakcija trajala je 30 minuta uz konstantno mijesSanje pri 44 g. Nakon
centrifugiranja 10 min, 1600 g na 20 °C (Sigma 3 K 15, Sigma, Njemacka), odvojen je donji
sloj s kloroformom, a ekstrakti ukupnih lipida iz sve tri smjese sakupljeni su zajedno. Dobiveni
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ekstrakti upareni su do suha u rotacijskom uparivacu (CentriVap benchtop vacuum
concentrator, Labconco, Kansas City, SAD), opremljenom jedinicom za hladenje (CentriVap
Cold Trap, Labconco, Kansas City, SAD).

4.5.2. Priprema metilnih estera masnih kiselina

Masne kiseline su iz ekstrahiranih ukupnih lipida prevedene u metilne estere
transesterifikacijom pomoc¢u metanolne klorovodic¢ne kiseline (8,6 mL koncentrirane HClu 100

mL metanola), prema medunarodnom standardnom postupku (International Standard ISO

5509., 2000.).

Metilni esteri masnih kiselina pripremljeni su za analizu na plinskom kromatografu.

4.5.3. Plinska kromatografija

Analiza metilnih estera masnih kiselina provedena je na plinskom kromatografu
(Agilent  8860; Agilent Technologies. Inc., Kalifornija, SAD) opremljenim
plamenoionizacijskim detektorom. Temperature injektora i detektora bile su 200 °C i 240 °C.
Plinska kromatografija je provedena na kapilarnoj koloni HP-88 (Agilent Technologies,
Kaliformnija, SAD; duljina 60 m, unutarnji promjer kolone 0,25 mm, debljina aktivnog sloja
0,25 um). Pocetna temperatura kolone iznosila je 120 °C tijekom 3 min, zatim je povecana na
260 °C zagrijavanjem 6 °C/min te je na toj temperaturi zadrzana 5 min. Kao plin nosa¢ koristen

je vodik uz protok 1 mL/min.

Sakupljanje i obrada rezultata provode je pomocu racunalnog programa OpenLAB CDS
ChemStation Workstation VL (Santa Clara, SAD). Masne kiseline suidentificirane usporedbom
retencijskih vremena s mjeSavinom metilnih standarda (Manhaden oil, 99% purity, 10mg/mL,
Sigma Aldrich Chemie, GmbH and FAME mix, purity 99%, 10mg/mL, Restek GmbH,
Germany), dok je kvantifikacija provedena upotrebom internog standarda, metil
nonadekanskom kiselinom (C19:0; CRM ISO 17034, ISO 17024, purity 99.9 +/- 0.1 %; AnAs
Analytical Assistance).

4.5.4. Indeksi aktivnosti stearoil-CoA desaturaze

Indeksi aktivnosti stearoil-CoA desaturaze (SCD) u tkivima procijenjeni su pomocu
sljedecih jednadzbi (ALVES i sur., 2015.):
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SCDi-14 = [14:1/(14:1+14:0)]x100; SCDi-16 = [16:1/(16:1+16:0)]x100;

SCDi-18 = [18:1/(18:1+18:0)]x100

4.6. Statisticka obrada podataka
4.6.1. Programska podrska, struktura podataka i dizajn istrazivanja

Sve statisticke analize provedene su u programskom okruzenju R (verzija 4.6.0; R Core
Team, 2026). Linearni mjesoviti modeli prilagodeni su koristenjem paketa Ime4 (BATES i sur.,
2015), dok je testiranje modela provedeno paketom ImerTest (KUZNETSOVA i sur., 2017).
Kompozicijske i multivarijatne analize provedene su koristenjem paketa vegan (OKSANEN i
sur., 2022) i MASS (VENABLES i RIPLEY, 2002), dok su za obradu i organizaciju podataka

koriSteni alati unutar paketa tidyverse.

4.6.2. Neovisnost mjerenja izmedu tkiva iste jedinke

Buduéi da je od svake jedinke analizirano do pet razlicitih tkiva, pojedina mjerenja
dobivena iz iste jedinke nisu statisticki neovisna. Ovaj problem rijeSen je na dva
komplementarna na¢ina. Kao pocetni pregled podataka izmedu tkiva koriSteni su linearni
mjeSoviti modeli s nasumi¢nim presjekom (engl. random intercept) za svaku jedinku, ¢ime je
omoguceno razdvajanje varijabilnosti izmedu jedinki te uzeto u obzir ponovljeno uzorkovanje
vise tkiva iste jedinke. Medutim, kao primarna osnova za interpretaciju rezultata koriSteni su
zasebni linearni modeli za svako tkivo. Unutar pojedinog tkiva svaka je jedinka pridonosila
samo jednim mjerenjem, zbog ¢ega su opazanja bila medusobno neovisna te nije bilo potrebno
ukljucivati nasumicni ucinak jedinke. Stoga su tijekom interpretacije rezultata koriSteni tkivno-
specificni modeli, dok su mjeSoviti modeli koji su ukljucivali sva tkiva sluzili isklju¢ivo za

pocetnu identifikaciju potencijalnih uc¢inaka i testiranje interakcija.

4.6.3. Identifikacija odstupajucih vrijednosti

Odstupajuée vrijednosti identificirane su na temelju dijagnostike modela. Za svaki
model pregledani su normalni kvantil-kvantil (Q—Q) dijagrami, interno studentizirani reziduali
(engl. internally studentised residuals) i Cookova udaljenost (engl. Cook’s distance), pri cemu

su potencijalno utjecajna opazanja oznacena prema identifikacijskom broju jedinki. OpaZanje
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je uklonjeno samo ako je prema navedenim dijagnosti¢kim kriterijima predstavljalo jasno
utjecajnu odstupajuéu vrijednost, primjerice u slucaju izrazito visokog studentiziranog
reziduala u kombinaciji s velikom Cookovom udaljenos¢u. Sva iskljuenja provedena su na

razini kombinacije jedinka—tkivo—mjerena varijabla te su u cijelosti prikazana u Tablici 5.

Jedna jedinka (SK136) pokazivala je ocito neispravan profil masnog tkiva (udio SFA
blizak nuli te vrijednost SCDil6 bliska 100) te je iskljucena iz svih analiza masnog tkiva. Kako
bi se provjerilo ovise li zakljucci o donesenim odlukama vezanim uz uklanjanje odstupajuc¢ih
vrijednosti, svi u¢inci dodatno su procijenjeni i na kompletnom nefiltriranom skupu podataka
primjenom analize osjetljivosti temeljene na Tukeyevim granicama (engl. Tukey fence, 1,5 %

interkvartilni raspon).

4.6.4. Transformacije podataka

Linearni modeli pretpostavljaju priblizno normalnu raspodjelu reziduala i homogenost
varijance. Normalnost reziduala procijenjena je Shapiro—Wilkovim testom, dok je homogenost
varijance procijenjena pregledom dijagrama reziduala u odnosu na predvidene vrijednosti. Za
svaki tkivno-specifiéni model analizirana varijabla obradena je u izvornom obliku, osim u
slucajevima kada je logaritamska ili korijenska transformacija rezultirala normalnijom
raspodjelom reziduala. U takvim sluCajevima KkoriStena je transformacija koja je bolje
zadovoljavala pretpostavke modela, a primijenjena transformacija navedena je uz odgovarajuce

rezultate.

Jedan pokazatelj, SCDi118 u miSi¢nom tkivu, pokazivao je izrazenu negativnu asimetriju
koju nije bilo moguce korigirati logaritamskom ni korijenskom transformacijom. Stoga je
analiziran nakon kubne transformacije, ¢ime je postignuta znatno bolja simetrija reziduala
(Shapiro-Wilkov W povecan je s 0,90 na 0,97). Nijedna druga varijabla nije zahtijevala
potencijsku transformaciju. Sve transformacije odabrane su isklju¢ivo radi zadovoljavanja

pretpostavki modela uz zadrzavanje mogucnosti bioloske interpretacije rezultata.

4.6.5. Linearni modeli, velicine ucinka i statisticko zakljucivanje

Unutar svakog tkiva svi grupirani pokazatelji masnokiselinskog sastava i pokazatelji
oksidativnog statusa modelirani su kao funkcija spola, vrste i lokaliteta. Referentne kategorije

bile su vrsta P. melisellensis, Zenski spol i lokalitet Knin, tako da procijenjeni ucinak vrste
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predstavlja promjenu povezanu s vrstom P. siculus u odnosu na P. melisellensis. Modeli su
prilagodeni metodom obi¢nih najmanjih kvadrata, a statisticko zakljucivanje temeljilo se na
HC3 heteroskedasticki robusnim standardnim pogreskama (MACKINNON 1 WHITE, 1985;
LONG i ERVIN, 2000). Ovaj pristup omogucuje valjanu procjenu P-vrijednosti i 95 %-tnih
intervala pouzdanosti i u slu¢ajevima kada pretpostavka homogene varijance nije u potpunosti
zadovoljena, dok same procjene ucinaka ostaju nepromijenjene. Uz testove statisticke
znacCajnosti za svaki je ucinak izraCunata i standardizirana veli¢ina ucinka. Kao mjere veli¢ine
ucinka koriSteni su Cohenov d i parcijalni n?, pri ¢emu su interpretirani prema uobicajenim
kriterijima za male, srednje i velike u¢inke (Cohenov d = 0,2; 0,5; 0,8 te parcijalni n* = 0,01;
0,06; 0,14) (Cohen, 1988). Veli¢ine ucinka izraCunate su iz t-statistika dobivenih metodom
najmanjih kvadrata te su prikazane neovisno o statistickoj znacajnosti, kako bi se veli¢ina

u¢inka mogla procijeniti odvojeno od pripadajuc¢e P-vrijednosti.

4.6.6. Struktura interakcija

Moguc¢e medudjelovanje ucinaka vrste, spola i lokaliteta, kao i njithova povezanost s
pojedinim tkivima, testirano je eksplicitno. U analizi koja je ukljucivala sva tkiva, za svaki
grupirani pokazatelj ispitane su sve dvosmjerne interakcije izmedu tkiva, vrste, spola i lokaliteta
te trosmjerna interakcija tkivo x vrsta x spol. Interakcije su procijenjene usporedbom
ugnijezdenih modela primjenom F-testa, pri ¢emu je stopa laznih otkri¢a kontrolirana
Benjamini—-Hochbergovom procedurom unutar svake skupine interakcija. Ova analiza
nadopunjuje tkivno-specificne aditivne modele. Naime, primjena aditivnog modela unutar
pojedinog tkiva opravdana je samo ako se u¢inak vrste ne razlikuje ovisno o spolu ili lokalitetu,

Sto je potvrdeno provedenim analizama interakcija.

4.6.7. Korekcija na visestruka testiranja

Unutar svake skupine modela (grupirani pokazatelji masnokiselinskog sastava,
pokazatelji oksidativnog statusa 1 omjeri specificni za mozdano tkivo) stopa laznih otkrica
kontrolirana je Benjamini—Hochbergovom procedurom (BENJAMINI i HOCHBERG, 1995).
Korekcija je provedena za ucinke od interesa, odnosno vrstu, spol i lokalitet, dok pomoéne
usporedbe, poput razlika izmedu tkiva u preliminarnim analizama, nisu uklju€ene u postupak
korekcije. Statisticki znaCajnima smatrani su rezultati s Benjamini—Hochberg korigiranom

vrijednosti P < 0,05.
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4.6.8. Kompozicijska analiza podataka

Pojedinacni profili masnih kiselina predstavljaju kompozicijske podatke, odnosno
podatke izrazene kao udjeli ograniceni na konstantan zbroj, zbog ¢ega su analizirani primjenom
metoda kompozicijske analize podataka. Unutar svakog tkiva analizirane su samo masne
kiseline koje su bile detektirane u uzorcima. Nulte vrijednosti (vrijednosti ispod granice
detekcije) zamijenjene su multiplikativnom metodom imputacije, dok je kao analiza
osjetljivosti dodatno primijenjena metoda zamjene polovinom najmanje izmjerene vrijednosti.
Nakon toga podaci su transformirani primjenom centrirane logaritamske transformacije (engl.
centred log-ratio transformation, CLR). Nakon CLR transformacije, provedene su cetiri
komplementarne analize. Prvo, razlike u ukupnom profilu masnih kiselina izmedu vrsta,
spolova i lokaliteta ispitane su permutacijskom multivarijatnom analizom varijance (engl.
permutational multivariate analysis of variance, PERMANOVA) temeljenom na
Aitchisonovim udaljenostima (CLR-Euklidske udaljenosti). U modele su ¢imbenici ukljucivani
sekvencijalno, a statisticka znacajnost procijenjena je na temelju 999 permutacija koriStenjem

funkcije adonis2.

Drugo, za sve slucajeve u kojima je PERMANOV A pokazala statisticki znacajne razlike
provedena je analiza multivarijatne disperzije (engl. permutational analysis of multivariate
dispersions, PERMDISP) koristenjem funkcije betadisper. Ova analiza omogucila je provjeru
proizlaze li utvrdene razlike iz stvarnih promjena u prosje¢nom sastavu masnih kiselina izmedu

skupina ili su posljedica razlika u varijabilnosti unutar grupe.

Trece, pojedinacne masne kiseline odgovorne za utvrdene razlike izmedu vrsta
identificirane su primjenom linearnih modela na CLR-transformirane podatke za svaku masnu
kiselinu zasebno. U svim modelima koriSteni su isti prediktori kao i u prethodnim analizama
(vrsta, spol 1 lokalitet) te HC3 heteroskedasticki robusne standardne pogreSke. Zbog velikog
broja istodobnih testiranja provedena je Benjamini—-Hochbergova korekcija za ucinke od

interesa.

Cetvrto, moguénost razlikovanja vrsta na temelju cjelokupnog masnokiselinskog profila
procijenjena je linearnom diskriminantnom analizom (engl. linear discriminant analysis,
LDA). Analiza je provedena na rezultatima analize glavnih komponenti dobivenima iz CLR-
transformiranih podataka. Koristenje rezultata glavnih komponenti omogucilo je izbjegavanje

problema singularnosti koji proizlazi iz ograni¢enja konstantnog zbroja svojstvenog CLR
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podacima. Tocnost diskriminacije procijenjena je metodom unakrsne validacije ,,izostavi

jednog” (engl. leave-one-out cross-validation).
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Tablica 5. Opazanja iskljucena kao utjecajne odstupajuce vrijednosti, prema tkivu i mjerenoj
varijabli. Iskljuenja su provedena na razini kombinacije jedinka X tkivo x mjerena varijabla
na temelju dijagnostike modela, uklju¢ujuéi interno studentizirane reziduale (engl. studentised
residuals) i Cookovu udaljenost (engl. Cook'’s distance). Jedinka SK136 dodatno je isklju¢ena

iz svih analiza masnog tkiva zbog o¢ito neispravnog masnokiselinskog profila.

Tkivo Pokazatelj Iskljucene jedinke
Masno tkivo = UFA/SFA SK136 (+ cijeli masno kiselinski sastav)
Mozak SFA SP117, SP111
Mozak n-6 SP111, SK131, SK114
Mozak n-3 SP134
Mozak n-6/n-3 SP111, SK131
Mozak UFA/SFA SP117,SS113, SP111, MK115, SK131, SS133
Mozak SCDil4 | SK112, SK137
Mozak SCDi18 SP116, MS135, MS131
Mozak AA/EPA MP121, SP134, MK138, MP131, MS114,

MS135, MS117, MP137

MK138, MP121, SP134, MP137, MS114,

Mozak AADHA MS135, MK135 MS117

Mozak VLn-3PUFA SK131, SP111, SP134

SK136, SS131, SS116, SK130, MK133,

Masno tkivo | SFA/MUFA/PUFA/n-6/n-3/SCDi SP140. MP123, SP134

Jetra PUFA MP139, SP137

Jetra n-6 MP139, SP137, MK135, MK133
Jetra n-6/n-3 MS112

Jetra PUFA/SFA SP115, MP139

Misiéno tkivo = SCDil4 MS139, SP131, SS139
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Tkivo Pokazatelj Iskljucene jedinke

Srce SFA/MUFA/UFA-SFA/SCDi18 SS140, SP139, MK140
Jetra BAP SK120, MK139

Jetra SOD SP131, MK135, MP134
Misi¢no tkivo BAP SK113, MP113, SP124
Misi¢no tkivo = GPx SS137, SK134

Misi¢no tkivo  d-ROM SS137, MK132, MP119
Misiéno tkivo | SOD SS137
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5. REZULTATI
5.1. Deskriptivni pregled

Srednje vrijednosti + standardne devijacije za sve analizirane pokazatelje, prikazane su
prema vrsti unutar svakog tkiva (Tablice 6., 7., 8., 9., 10. i 11.), ili prema raspodjeli stupnja
zasic¢enosti izmedu tkiva (Slika 9.). Budu¢i da svaki pokazatelj predstavlja udio ili omjer
ukupnih masnih kiselina, dobivene vrijednosti opisuju karakteristican masnokiselinski sastav
koji se znatno viSe razlikovao izmedu tkiva nego izmedu vrsta. Nakon uklanjanja odstupajuc¢ih
vrijednosti broj jedinki uklju¢enih u analize pojedinog tkiva kretao se od 76 (mozak) do 121
(mis$i¢no tkivo).

Analizirana tkiva rasporedena su duz izrazenog gradijenta zasicenosti (Slika 9.).
Misiéno tkivo i srce bili su najzasic¢enija i1 najmanje nezasi¢ena tkiva (udio SFA priblizno 50 %
ukupnog profila, UFA/SFA = 1,2), dok je masno tkivo bilo najmanje zasi¢eno i najvise
nezasi¢eno (UFA/SFA do 2,6). Jetra i mozak pokazivali su vrijednosti izmedu onih zabiljezenih
u miSi¢nom tkivu i srcu s jedne strane te masnom tkivu s druge strane. Jednostruko nezasi¢ene
masne Kiseline bile su najzastupljenije u masnom tkivu, dok su visestruko PUFA bile

najzastupljenije u jetri i mozgu. Najnizi udjeli MUFA i PUFA zabiljezeni su u srcu.
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Slika 9. Udio zasi¢enih masnih kiselina (SFA) (a) i omjer nezasi¢enih prema zasi¢enim masnim
kiselinama (UFA/SFA) (b) u pet analiziranih tkiva vrsta P. melisellensis i P. siculus. Kutije
prikazuju medijan i interkvartilni rasponbrkovi najmanju i najvecu vrijednost unutar 1,5 X
interkvartilnog raspona, a tocke odstupajuce vrijednosti. Statisticki znacajne razlike izmedu
vrsta unutar pojedinog tkiva nakon Benjamini—-Hochbergove korekcije na viSestruka testiranja
(*P <0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).

Mozak se izdvajao od ostalih analiziranih tkiva po udjelu n-3 masnih kiselina. Udio n-
3 PUFA iznosio je priblizno 7 %, $to je bilo viSestruko vise nego u ostalim tkivima (< 1,9 %),
dok je omjer n-6/n-3 bio znatno nizi (3—4 u odnosu na 18-37 u ostalim tkivima). Cetiri omjera
dugolan¢anih PUFA (AA/DHA; AA/EPA; EPA/DHA i VLn-3PUFA), analizirana isklju¢ivo u

mozgu, pokazivala su vrlo male razlike izmedu vrsta (Tablica 6.).
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Tablica 6. Deskriptivni pokazatelji grupiranih indeksa masnokiselinskog sastava mozga
(aritmeticka sredina + standardna devijacija) prema vrsti.

Pokazatelj

AA/DHA

AA/EPA

EPA/DHA

MUFA

PUFA

PUFA/SFA

SCDil4

SCDil6

SCDi18

SFA

UFA/SFA

VLn-3PUFA

n-3

n-6

n-6/n-3

P. melisellensis

0.63+0.23

1.24 +£0.59

0.60 £0.19

33.19+5.08

30.29 +7.40

0.86 +0.32

31.19 £ 5.67

24.69 + 9.64

79.04 £ 4.82

36.52 +4.25

1.74 +0.28

5.08 +1.35

7.19+147

23.10 +6.88

3.31+£1.13
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P. siculus

0.66+0.12

1.09+0.32

0.64 £0.19

29.65 *+ 6.86

32.60 + 12.50

1.00 +0.73

30.00 £5.10

27.12 +10.58

75.40 £5.58

37.74 +6.95

1.66 +0.37

5.33+1.32

7.56 +2.17

27.07+£12.19

4.07 +2.68



Tablica 7. Deskriptivni pokazatelji grupiranih indeksa masnokiselinskog sastava misi¢nog

tkiva (aritmeticka sredina + standardna devijacija) prema vrsti.

Pokazatelj

MUFA

PUFA

PUFA/SFA

SCDil4

SCDi16

SCDi18

SFA

UFA/SFA

n-3

n-6

n-6/n-3

P. melisellensis

26.20 £ 4.47

27.36 £ 6.41

0.61+£0.19

30.30 £ 3.42

21.62 +8.26

56.92 + 8.59

46.44 +5.25

1.18 +0.23

137 +0.51

26.00 + 6.46

22.95+13.21
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P. siculus

26.96 + 4.74

26.64 +6.59

0.59+0.21

31.78 £4.45

20.93+6.91

58.56 + 8.77

46.40 + 4.87

1.18 +0.23

1.27 +0.46

25.36 £ 6.75

23.49 + 16.07



Tablica 8. Deskriptivni pokazatelji grupiranih indeksa masnokiselinskog sastava jetre

(aritmeticka sredina + standardna devijacija) prema vrsti.

Pokazatelj

MUFA

PUFA

PUFA/SFA

SCDil4

SCDi16

SCDi18

SFA

UFA/SFA

n-3

n-6/n-3

P. melisellensis

29.82 +4.50

30.63£5.76

0.79+0.21

59.35 + 21.69

17.29+4.22

63.78 £ 6.02

39.26 + 3.96

1.57 +0.27

1.28 £0.70

28.90 £5.13

28.82 + 18.64
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P. siculus

29.81 +4.36

35.61 +5.13

1.03+0.25

50.97 + 19.63

15.17 + 4.86

68.65 + 6.94

3491+5.12

1.92+0.43

1.50 £0.79

34.10 + 4.86

2754 %1512



Tablica 9. Deskriptivni pokazatelji grupiranih indeksa masnokiselinskog sastava masnog

tkiva (aritmeticka sredina + standardna devijacija) prema vrsti.

Pokazatelj

MUFA

PUFA

PUFA/SFA

SCDil4

SCDil6

SCDi18

SFA

UFA/SFA

n-3

n-6

n-6/n-3

P. melisellensis

35.13 +5.07

32.04 £5.89

1.02+0.28

0.00 +0.00

7.91+5.98

80.29 + 5.00

32.83 +£5.63

2.12+0.48

1.41 +0.53

30.52 + 5.84

23.98 +10.51
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P. siculus

42.07 + 8.46

29.88 + 6.68

1.09+0.26

0.00 +0.00

6.56 £ 2.97

86.53 +4.38

28.55+5.24

2.61 +0.60

1.90+0.91

27.81 £ 6.64

18.05+11.28



Tablica 10. Deskriptivni pokazatelji grupiranih indeksa masnokiselinskog sastava srca
(aritmeticka sredina + standardna devijacija) prema vrsti.

Pokazatelj P. melisellensis P. siculus
MUFA 31.43+£7.79 31.83+£9.71
PUFA 22.21+£6.43 26.29 £ 8.36

PUFA/SFA 0.51+0.23 0.73+0.47
SCDil6 20.89 + 13.18 23.71 + 18.67
SCDi18 67.59+12.18 69.34 + 13.77

SFA 46.36 + 8.39 41.79+11.30

UFA/SFA 121+041 1.57+0.83

n-3 0.87 +£0.39 0.84 £0.33
n-6 21.33+6.34 25.45 + 8.39
n-6/n-3 30.93+22.79 37.39+£27.45

U okviru ovako izrazene tkivne specifi¢nosti, meduvrsne razlike bile su najizraZenije u
masnom tkivu i jetri. U masnom tkivu vrste P. siculus utvrden je znaéajno razlicit sastav
MUFA, s viSim vrijednostima MUFA, SCDi18 1 UFA/SFA te nizim udjelom SFA. U jetri P.
siculus utvrdeno je viSe znacajnih razlika u sastavu PUFA, s vi$im udjelima PUFA i n-6 PUFA
te viSim vrijednostima omjera PUFA/SFA, uz nizi udio SFA. U srcu je zabiljeZen isti smjer
promjena, ali manjeg intenziteta, dok je masnokiselinski sastav miSi¢nog tkiva bio gotovo
jednak izmedu vrsta. Jedina deskriptivna iznimka bio je nesSto nizi SCDil8 u mozgu vrste P.

siculus.

Pokazatelji oksidativnog statusa bili su rasporedeni specificno za pojedina tkiva
(Tablica 11.). Aktivnosti GSH-Px i SOD bile su znatno vise u jetri nego u misi¢cnom tkivu, dok

je BAP bio visi u miSi¢nom tkivu. Najizrazenija deskriptivna meduvrsna razlika odnosila se na
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aktivnost GSH-Px u jetri, koja je kod vrste P. siculus bila znatno niZza nego kod vrste P.

melisellensis (priblizno 150 U/g proteina u odnosu na 216 U/g proteina).

Tablica 11. Deskriptivni pokazatelji oksidativnog statusa (aritmeticka sredina + standardna

devijacija) u jetri 1 miSi¢nom tkivu prema vrsti.
Parametar Tkivo P. melisellensis P. siculus
BAP (umol/L) Misi¢no tkivo 1337.83 +638.30 = 1661.45 + 747.35
GPx (U/g protein) = Misi¢no tkivo 33.71+12.11 28.58 £8.75
ROM (U CARR) Misi¢no tkivo 17.76 £ 13.83 17.45 + 24.60

SOD (U/g protein) = Misiéno tkivo 2359.91 +481.13  2412.87 £ 444.75

BAP (umol/L) Jetra 932.42 £ 250.19 1041.32 £ 246.31
GPx (U/g protein) Jetra 216.41 + 64.22 150.46 + 56.69
ROM (U CARR) Jetra 30.42 £ 20.15 34.03 £+ 34.26

_ 17877.79 +
SOD (U/g protein) Jetra 19591.18 + 3666.36
3288.21

5.2. Interakcija tkiva i vrste

Prije interpretacije pojedinacnih ucinaka ispitan je obrazac interakcija izmedu
analiziranih ¢imbenika (Tablica 12.). Od Sest testiranih interakcija za svaki pokazatelj,
statisticki znacajnom pokazala se samo interakcija tkivo X vrsta. Ova je interakcija bila znacajna
za osam od jedanaest analiziranih pokazatelja (SFA, MUFA, PUFA, n-6, UFA/SFA,
PUFA/SFA, SCDil4 i SCDi18; Benjamini—Hochberg korigirani P < 0,05).
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Tablica 12. Pregled testiranih interakcija za grupirane pokazatelje masnokiselinskog sastava:
broj pokazatelja (od ukupno 11) kod kojih je utvrdena statisticki znacajna interakcija nakon
Benjamini—Hochbergove korekcije unutar pojedinog tipa interakcije.

Broj analiziranih  Znac¢ajni pokazatelji

Tip interakcije ) Statisti¢ki znacajni pokazatelji
pokazatelja (n) (n) (BH < 0.05)

SFA, MUFA, PUFA, n-6, UFA/SFA,

Thivo x vrsta - 8 PUFA/SFA, SCDil14, SCDi18
Tkivo x spol 11 0 —
Vrsta x spol 11 0 —
Vrsta x localitet 11 0 —
Spol x localitet 11 0 —
Tkivo x vrsta x spol 11 0 —

Dvosmijerne interakcije tkivo x spol, vrsta x spol, vrsta x lokalitet i spol x lokalitet nisu
bile statisti¢ki znacajne niti za jedan pokazatelj. Takoder, nije utvrdena statisticki znacajna

trosmjerna interakcija tkivo x vrsta x spol.

Dobiveni rezultati pokazuju da ucinak vrste ovisi o analiziranom tkivu, odnosno da
razlike izmedu vrsta nisu jednoliko rasporedene medu tkivima. Nasuprot tome, unutar
pojedinog tkiva uc¢inak vrste nije se razlikovao izmedu spolova niti izmedu lokaliteta te nisu
utvrdene interakcije viSeg reda. Veli¢ine ucinka vrste za sva tkiva i analizirane pokazatelje
prikazane su na toplinskoj karti veli¢ina u¢inka (Slika 10.), dok su svi statisticki znac¢ajni uc¢inci

s pripadajuc¢im intervalima pouzdanosti prikazani na dijagramu (Slika 11.).
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Slika 10. Toplinska karta veli¢ina u¢inka koja prikazuje meduvrsne razlike (Cohenov d za P.
siculus u odnosu na P. melisellensis) za svaki grupirani pokazatelj masnokiselinskog sastava u
pojedinom tkivu. Tople boje oznacavaju vise vrijednosti kod vrste P. siculus, dok hladne boje
oznacavaju vise vrijednosti kod vrste P. melisellensis. Zvjezdice oznacavaju statisticki znacajne

razlike nakon Benjamini—Hochbergove korekcije (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).
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Slika 11. Sumski dijagram (engl. forest plot) svih statistitki znagajnih tkivno-specifi¢nih

u¢inaka nakon Benjamini—Hochbergove korekcije (P < 0,05), prikazanih kao Cohenov d s

pribliznim 95 %-tnim intervalima pouzdanosti. Plavom bojom prikazani su ucinci vrste, a

crvenom bojom udinci spola.

5.3. Masnokiselinski pokazatelji u jetri

Jetra je pokazala najveci broj 1 najvecu veli¢inu meduvrsnih razlika medu analiziranim

tkivima (Tablica 13.). U usporedbi s vrstom P. melisellensis, vrsta u P. siculus utvrden je visi
udio n-6 PUFA (+5,35 postotnih bodova; 95 % CI: 3,52 do 7,19; Cohenov d = 1,15; parcijalni
n* = 0,25; P <0,001), visi ukupni udio PUFA (+5,03; 95 % CI: 3,00 do 7,06; d = 0,96; P <
0,001), visi omjer PUFA/SFA (+0,24; 95 % CI: 0,15 do 0,33; d=1,06; P <0,001) te viSi omjer
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UFA/SFA (na logaritamskoj skali +0,19; 95 % CI: 0,11 do 0,26; d =0,96; P <0,001). Istodobno
je kod vrste P. siculus utvrden nizi udio SFA (na korijenskoj skali —0,36; 95 % CI: —0,50 do
—0,22; d=-0,97; P <0,001). Vrijednost indeksa desaturacije SCDi18 takoder je bila visa kod
vrste P. siculus (+4,67; 95 % CI. 2,32 do 7,03; d = 0,75; P = 0,004). Vecina utvrdenih
meduvrsnih razlika bila je velike veli¢ine ucinka, dok je u¢inak za SCD1i18 bio srednje veliCine.

Raspodjela navedenih pokazatelja prikazana je na Slici 12.

a b
dokk ®
w0 i S 60 . i
l — P T otk
3 &0 Ega . _ i £ .
= l T a0+ '
P. melisellensis = 704 J_ =
W - siculus o 5
i ‘ £ 30
? 504 T @
20
40 Pl
30 10
Mozak Misi¢  Jetra Masno Srce Mozak Misi¢  Jetra Masno  Srce
tkivo tkivo

Slika 12. Raspodjela indeksa desaturacije SCDil8 (a) i udjela n-6 viSestruko nezasi¢enih
masnih kiselina (n-6 PUFA) (b) u analiziranim tkivima vrsta P. melisellensis i P. siculus. S
tatisticki znacajne razlike izmedu vrsta nakon Benjamini—Hochbergove korekcije (*P < 0,05;
**p <0,01; ***P < 0,001).

Jetra je bila jedino tkivo u kojem su utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu spolova
u grupiranim pokazateljima masnokiselinskog sastava (Slika 13.). Muzjaci su imali visi udio n-
6 PUFA (+3,17; d = 0,68; P = 0,016) te nize vrijednosti indeksa SCDil6 (—2,51; d =—-0,59; P

=0,024). Oba ucinka bila su srednje veliCine.
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Slika 13. Vrijednosti indeksa desaturacije SCDil16 u jetri prema spolu. Statisti¢ki znacajnu

razliku izmedu spolova nakon Benjamini—Hochbergove korekcije; * P<0,05.

5.4. Masnokiselinski pokazatelji u masnom tkivu

Masno tkivo pokazalo je jednako izraZen obrazac meduvrsnih razlika kao 1 jetra, ali s
djelomi¢no drugacijim rasporedom pokazatelja (Tablica 13.). U vrste P. siculus utvrden je
znacajno visi indeks desaturacije SCDil8 (+6,64; 95 % CI: 4,37 do 8,90; Cohenov d = 1,41;
parcijalni n> = 0,33; P < 0,001), Sto je predstavljalo najvec¢i pojedinacni ucinak zabiljezen u
ovom istrazivanju. Takoder su utvrdeni visi udio MUFA (na korijenskoj skali +0,63; 95 % CI:
0,38 do 0,88; d = 1,18; P < 0,001) i visi omjer UFA/SFA (+0,50; 95 % CI: 0,24 do 0,76; d =
0,90; P =0,005). Istodobno su kod vrste P. siculus zabiljezeni nizi udio SFA (na logaritamskoj
skali —0,15; 95 % CI: —0,23 do —0,07; d = —0,85; P = 0,011) i nizi omjer n-6/n-3 (na
logaritamskoj skali —0,39; 95 % CI: —0,65 do —0,13; d = —0,73; P = 0,049). U masnom tkivu

nisu utvrdeni statisticki znacajni ucinci spola ni lokaliteta.
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5.5. Masnokiselinski pokazatelji u srcu, miSi¢cnom tkivu i mozgu

U srcu je utvrden manji broj meduvrsnih razlika, no svi znac¢ajni ucinci bili su usmjereni
prema viSem stupnju nezasic¢enosti lipida kod vrste P. siculus. ZabiljeZene su vise vrijednosti
omjera PUFA/SFA (na logaritamskoj skali +0,30; d = 0,63; P = 0,029), ukupnog udjela PUFA
(na logaritamskoj skali +0,18; d = 0,60; P = 0,031) te udjela n-6 PUFA (na logaritamskoj skali

+0,18; d = 0,61; P =0,031). Svi navedeni ucinci bili su srednje veli¢ine.

U mozgu je utvrdena samo jedna statisticki zna¢ajna meduvrsna razlika. Vrsta P. siculus
imala je nize vrijednosti indeksa desaturacije SCDi118 (—4,05; 95 % CI: —6,59 do —1,52; d =
—0,81; P = 0,031). Nijedan od ¢etiri pokazatelja dugolan¢anih PUFA specifi¢nih za mozdano
tkivo (AA/EPA, AA/DHA, EPA/DHA i indeks vrlo dugolanc¢anih n-3 PUFA) nije pokazao

statisticki znacajne razlike s obzirom na vrstu, spol ili lokalitet.

U mis$i¢nom tkivu nisu utvrdeni statisti¢ki znac¢ajni ucinci vrste, spola ni lokaliteta ni za

jedan od analiziranih grupiranih pokazatelja masnokiselinskog sastava.

5.6. Pokazatelji oksidativnog statusa

Ukupno je utvrdeno devet statisti¢ki zna€ajnih ucinaka za pokazatelje oksidativnog
statusa (Tablica 13.). Najizrazeniji ucinak, ujedno i1 drugi najveci u€inak zabiljezen u cijelom
istrazivanju, odnosio se na aktivnost GSH-Px u jetri. Aktivnost GSH-Px bila je zna¢ajno niza
kod vrste P. siculus (—66,1 U/g proteina; 95 % CI: —88,4 do —43,9; Cohenov d = —1,13;
parcijalni n? = 0,24; P < 0,001).

67



Tablica 13. Statisticki znacajni ucinci (Benjamini—Hochberg korigirani P < 0,05) dobiveni
tkivno-specifi¢nim linearnim modelima za grupirane pokazatelje masnokiselinskog sastava i
pokazatelje oksidativnog statusa. Procjene uc¢inaka prikazane su na skali kori$tenoj u modelu
(izvorna skala, osim ako je navedena transformacija), dok su standardne pogreske i P-
vrijednosti izracunate primjenom HC3 heteroskedasti¢no konzistentnih standardnih pogresaka.

Pozitivne procjene ucinka vrste oznacavaju vise vrijednosti kod vrste P. siculus.

Transforma Procjena (95%  Cohen's = Partial

Tkivo Pokazatelj cija Ucinak cly d e p (BH)
Mozak SCDi18 none Vrsta '4'0512.&66)588’ i -0.812 0.141 = 0.031
'\t"ljfgo SCDi18 none Vrsta 6'6%?’9(5:?66' 1414 0333 <0.001
'\t"kﬁf/rgo MUFA sqrt Vrsta 0'6%?8(70575' 1175  0.256 = <0.001
'\t"ljfgo UFA/SFA none Vrsta 0'5%97%?43' 0.896  0.167  0.005
'\t"kﬁf/rgo SFA log Vrsta '0'143 8505)225’ " 0845 0152 0011
'\t/'lgf/go n-6/n-3 log Vrsta '0'385.&08'?46' T 0728 0117 0.049
Srce PUFA/SFA log Vrsta 0'2%§4(7()é)114' 0631 009 = 0.029
Srce PUFA log Vrsta 0'1252%)5?65' 0604 0084 0031
Srce n-6 log Vrsta 0'1%?2(55?69‘ 0.611 0.085 0.031
Jetra %T())(té%/)g none Vrsta '66'1421%_%225428’ To-1431 0.242  <0.001
Jetra n-6 none Vrsta 5'3‘?1%5’21‘ 1.145 0.247 <0.001
Jetra PUFA/SFA none Vrsta 0'2?6?3(206)152’ 1.059 0.219 <0.001
Jetra SFA sqrt Vrsta '0'358.5'108';300' i -0.97 019  <0.001
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Transforma Procjena (95% Cohen's  Partial

Tkivo Pokazatelj cija Ucinak cly d o p (BH)
Jetra UFA/SFA log Vrsta 0'1%5?2%)2')114’ 0.964 0.189 | <0.001
Jetra PUFA none Vrsta 5'03;?0%)’4())00‘ 0.959 0.187 <0.001
Jetra SCDi18 none Vrsta 4'677?0(225’18’ 0.749 0.123 0.004
Jetra n-6 none spol 3'13?985’37' 0677 0103 0016
Jetra SCDi16 none Spol '2'513.5'14?;)113' i -0.593 0.081 = 0.031
Jtra  BAP (umol/L) log Spol 0'1?2%‘;35' 0527 0065 0032
Jetra d'ggF':"Rgu sqrt L‘("S‘f‘r:;;et '1'473:&522')557’ " 0535 0067  0.032
Jetra Sg?te%g sqrt Vrsta '6'60‘)1%;5378' " -0.539 0.068 = 0.032
hﬁfll\fgo BAP (umol/L) log Spol 0'3%?4(706)140' 0698 0109 = 0.007
Nﬁf‘l\fgo BAP (umol/L) log Vrsta 0'3%94%)131' 0.681 = 0104  0.007
Misicno %Fr’g‘té%g log Spol '0'153&0?;)266’ " 0520 0065 0032
Nﬁf‘l\fgo S;(')Dtéi%g sqrt Spol '2'355.((3?248'5)86' T 0522 0064 0032
Nﬁfll\fgo %Fr’é‘té%g log Vrsta '0'133(()'2%)248’ T 0475 0053  0.048

U jetri je kod vrste P. siculus takoder utvrden visi BAP (na logaritamskoj skali +0,13; d
= 0,53; P =0,032) te niza aktivnost SOD (na korijenskoj skali —6,60; d = —0,54; P = 0,032).
Nadalje, za koncentraciju d-ROM utvrden je ucinak lokaliteta, pri ¢emu su vrijednosti na
lokalitetu Sinj bile nize nego na lokalitetu Knin (d =—0,54; P = 0,032).
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U misi¢nom tkivu vrijednosti BAP-a bile su vise kod vrste P. siculus (na logaritamskoj
skali +0,30; d = 0,68; P = 0,007), kao i kod muzjaka u odnosu na zenke (+0,31; d = 0,70; P =
0,007). Aktivnosti GSH-Px i SOD bile su nize kod muzjaka nego kod Zenki (d =—0,53 odnosno
d=-0,52; P = 0,032). Takoder, aktivhost GSH-Px u miSi¢nom tkivu bila je niza kod vrste P.
siculus (d =—-0,48; P =0,048).

Raspodjela pokazatelja oksidativnog statusa medu analiziranim tkivima prikazana je na

Slici 14.
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Slika 14. Vrijednosti pokazatelja oksidativnog statusa u jetri i miSicnom tkivu vrsta P.
melisellensis i P. siculus: (a) glutation-peroksidaza (GSH-Px), (b) bioloski antioksidativni
potencijal (BAP); (c) superoksid-dismutaza (SOD) i (d) omjer derivata reaktivnih Kkisikovih
metabolita (d-ROM) i BAP. Statisticki znacajne razlike izmedu vrsta nakon Benjamini—
Hochbergove korekcije (*P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001).

Dodatna analiza indeksa oksidativnog stresa (OSi), izra¢unatog kao omjer d-ROM/BAP,
nije pokazala znacajne meduvrsne razlike ni u jetri ni u miSi¢nom tkivu. Vrijednosti OSi nisu
se razlikovale izmedu vrsta u jetri (PBH = 0,50) ni u misi¢nom tkivu (PBH = 0,52), a nisu
utvrdene ni znacajne razlike izmedu spolova. Neovisno o vrsti, OSi je bio priblizno tri puta visi
u jetri nego u miSi¢nom tkivu, $to pokazuju objedinjeni medijani za oba tkiva (0,028 u jetri u

odnosu na 0,009 u misi¢nom tkivu) (Slika 15.).

Jedini statisticki znacajan uc¢inak utvrden je za lokalitet u jetri. Jedinke s lokaliteta Sinj
imale su niZe vrijednosti OSi u usporedbi s jedinkama s lokaliteta Knin (Cohenov d = —0,57;
PBH = 0,022), sto predstavlja u¢inak srednje veli¢ine. Vrijednosti OSi na lokalitetu Pag nisu
se znacajno razlikovale od vrijednosti na lokalitetu Knin, a u miSi¢nom tkivu nisu utvrdeni

znacajni ucinci vrste, spola ni lokaliteta.
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Slika 15. Vrijednosti indeksa oksidativnog stresa (OSi; d-ROM/BAP) u jetri i mi$i¢nom tkivu
vrsta Podarcis melisellensis i Podarcis siculus. Kutije prikazuju medijan i interkvartilni raspon.

Nisu utvrdene statisticki zna¢ajne meduvrsne razlike unutar pojedinog tkiva.

5.7. Kompozicijska analiza pojedina¢nih masnih Kiselina

Multivarijatna analiza profila pojedina¢nih masnih kiselina potvrdila je obrazac dobiven
analizom grupiranih pokazatelja (Tablica 14.). PERMANOVA analiza pokazala je statisticki
znacajne razlike u ukupnom masnokiselinskom sastavu izmedu vrsta samo u masnom tkivu (R?
= 0,154; F = 15,14; P = 0,001) i jetri (R2 = 0,049; F = 6,12; P = 0,002). U mozgu, misi¢cnom
tkivu i srcu nisu utvrdene statisticki znacajne meduvrsne razlike u ukupnom sastavu masnih

kiselina (R*<0,017; P > 0,09).
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Tablica 14. Rezultati PERMANOVA analize pojedina¢nog masnokiselinskog sastava (u¢inak
vrste) 1 pripadajuce analize multivarijatne disperzije (PERMDISP) prema tkivu. Vrijednost R?
predstavlja udio varijabilnosti masnokiselinskog sastava objasnjen vrstom, dok su P-vrijednosti

korigirane Benjamini—-Hochbergovim postupkom izmedu analiziranih tkiva.

TKkivo R2 (species) F p (vrsta) PERMDISP p p (BH)
Mozak 0.015 1.12 0.312 0.106 0.312
Misiéno tkivo 0.017 2 0.099 0.231 0.165
Jetra 0.049 6.12 0.002 0.883 0.005
Masno tkivo 0.154 15.14 0.001 0.91 0.005
Srce 0.012 1.47 0.158 0.027 0.198

Spol i lokalitet objaSnjavali su vrlo mali dio varijabilnosti masnokiselinskog sastava u
svim analiziranim tkivima (sve vrijednosti R? < 0,025; svi Benjamini—Hochberg korigirani P >
0,3). Analiza multivarijatne disperzije (PERMDISP) nije pokazala razlike izmedu vrsta ni u
masnom tkivu ni u jetri (PERMDISP P =0,91 odnosno 0,88), §to upucuje da su razlike utvrdene
PERMANOVA analizom povezane s razlikama u prosje¢nom sastavu masnih kiselina izmedu

vrsta. Analiza glavnih komponenti masnokiselinskog sastava prikazana je na Slici 16.
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Slika 16. Analiza glavnih komponenti centrirano logaritamski transformiranog (CLR)
masnokiselinskog sastava unutar pojedinog tkiva prema vrsti (95 %-tne elipse pouzdanosti): (a)
mozak, (b) miSi¢no tkivo, (c) jetra, (d) masno tkivo i (e) srce. Najizrazenije razdvajanje vrsta

zabiljezeno je u masnom tkivu (d) i jetri (c).

Na razini pojedina¢nih masnih kiselina identificirano je jedanaest masnih kiselina koje
su znacajno doprinijele  razlikama izmedu vrsta, pri ¢emu su sve utvrdene u masnom tkivu i
jetri (Tablica 15.). U masnom tkivu vrsta P. siculus imala je nize udjele kratkolan¢anih
zasi¢enih masnih kiselina C8:0 1 C10:0 te arahidinske kiseline (C20:0), a viSe udjele palmitinske
(C16:0) i miristinske kiseline (C14:0), arahidonske kiseline (C20:4n-6) i a-linolenske kiseline
(C18:3n-3). U jetri je kod vrste P. siculus utvrden visi udio oleinske (C18:1¢9), linolne (C18:2n-

6) i arahidonske kiseline (C20:4n-6), dok je udio miristoleinske kiseline (C14:1) bio nizi.
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Tablica 15. Pojedinacne masne kiseline koje statisticki znacajno doprinose razlikama u
masnokiselinskom sastavu izmedu vrsta (CLR linearni modeli, HC3 heteroskedasti¢no
konzistentne standardne pogreske, Benjamini—Hochberg korigirani P < 0,05). CLR uc¢inak
predstavlja koeficijent centrirano logaritamski transformiranih podataka (CLR) za vrstu P.

siculus u odnosu na P. melisellensis.

Tkivo Masna kiselina CLR u¢inak  Smjer ucinka p (BH)

Masno tkivo C10:0 -0.785 niza u P. siculus 0.002
Masno tkivo C20:4n-6 +0.294 visa u P. siculus 0.002
Masno tkivo C8:0 -0.759 niza u P. siculus 0.010
Masno tkivo C16:0 +0.252 visa u P. siculus 0.010
Masno tkivo C18:3n-3 +0.580 visa u P. siculus 0.010
Masno tkivo C14:0 +0.258 visa u P. siculus 0.019
Masno tkivo C20:0 -0.580 niza u P. siculus 0.021
Jetra C18:1c9 +0.283 visa u P. siculus 0.002
Jetra C18:2n-6 +0.373 visa u P. siculus 0.002
Jetra C14:1 -0.426 niza u P. siculus 0.024
Jetra C20:4n-6 +0.272 visa u P. siculus 0.029

U skladu s navedenim rezultatima, linearna diskriminantna analiza (LDA) pokazala je
najbolje razdvajanje vrsta na temelju masnokiselinskog sastava masnog tkiva i jetre (tonost
unakrsne validacije ,,izostavi jednog” = 0,71 za oba tkiva). To¢nost razdvajanja bila je najniZza

u mozgu (0,51), dok je u miSi¢nom tkivu i srcu iznosila 0,57 odnosno 0,58 (Tablica 16.).

74



Pojedinac¢ne masne kiseline koje su najvise doprinijele razlikama izmedu vrsta prikazane su na

Slici 17.

Tablica 16. To¢nost klasifikacije vrsta dobivena linearnom diskriminantnom analizom (LDA)

CLR-transformiranog masnokiselinskog sastava uz primjenu unakrsne validacije metodom

,»1zostavi jednog” (engl. leave-one-out cross-validation). Vrijednost 0,50 predstavlja ocekivanu

to¢nost slucajne klasifikacije.

Tkivo

Mozak

Misiéno tkivo

Jetra

Masno tkivo

Srce

76

121

120

86

120

75

LOO accuracy

0.513

0.57

0.708

0.709

0.583
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Slika 17. Pojedina¢ne masne kiseline koje znacajno doprinose razlikama u masnokiselinskom
sastavu izmedu vrsta (CLR ucinci, P. siculus u odnosu na P. melisellensis) u (a) masnom tkivu
1 (b) jetri, jedina dva tkiva u kojima je utvrdena statisti¢ki znacajna meduvrsna razlika u
ukupnom masnokiselinskom sastavu. Pozitivne vrijednosti oznac¢avaju vise udjele kod vrste P.
siculus. Sve prikazane masne kiseline ostale su statisticki znacajne nakon Benjamini—

Hochbergove korekcije.

5.8. Provjera robusnosti rezultata i analiza osjetljivosti

Svi statisticki zna€ajni ucinci ostali su znacajni 1 nakon primjene HC3 robusnih
standardnih pogreSaka, §to pokazuje da prisutna heteroskedasti¢nost u pojedinim modelima nije

utjecala na dobivene rezultate.

Ponovna procjena svih ucinaka na cjelovitom, nefiltriranom skupu podataka uz
paralelnu analizu osjetljivosti primjenom Tukeyevog kriterija (engl. Tukey fence) potvrdila je
stabilnost rezultata. Analize provedene na izvornom skupu podataka i nakon uklanjanja

odstupajucih vrijednosti dale su podudarne rezultate za 41 od ukupno 44 analizirana ucinka.

Rezultati PERMANOVA analize bili su jednaki neovisno o primijenjenoj metodi
zamjene nultih vrijednosti. Statisticki znacajne meduvrsne razlike zadrzane su u masnom tkivu
(P =0,001) i jetri (P = 0,002—0,003) pri primjeni multiplikativne zamjene nultih vrijednosti kao

I metode zamjene polovinom minimalne vrijednosti.

Od ukupno 53 tkivno-specifi¢cna modela, samo su dva (omjer n-6/n-3 u jetri i indeks
SCDi16 u masnom tkivu) pokazivala odstupanje od normalne raspodjele reziduala. Oba modela
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odnosila su se na pokazatelje koji sadrzavaju strukturne nulte vrijednosti, a ni u jednom slucaju

nisu utvrdeni statisti¢ki znacajni ucinci.
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6. RASPRAVA

6.1. Tkivna specificnost masnokiselinskog sastava

Istrazivanja na ektotermnim kraljeznjacima, posebno oviparnim gusterima, sli¢cna ovoj
studiji, relativno su rijetka. Stoga ¢e sljedec¢a rasprava o komparativnim podacima biti

uglavnom ogranicena na rezultate ove studije.

Rezultati ovog istrazivanja jasno ukazuju na tkivnu specificnost masnokiselinskog
sastava kod obje istrazivane vrste gustera. U obje vrste utvrdene su konzistentne razlike medu
analiziranim tkivima, §to upucuje na dominantan utjecaj funkcionalne uloge pojedinog tkiva na
masnokiselinski sastav, a ne isklju¢ivo na prehrambeni unos. Sli¢na tkivno-specificna
organizacija lipida prethodno je opisana 1 kod drugih gmazova, pri ¢emu su jetra i misi¢
identificirani kao glavna metaboli¢ki aktivna tkiva ukljuena u sintezu, oksidaciju i
preraspodjelu lipida, dok je za mozak karakteristiCan izrazito reguliran membranski lipidni

sastav (SHEN i GAO, 2005.).

Misiéno tkivo i srce u ovom su istrazivanju sadrzavali najvi$i udio SFA (Slika 9.).
Povecani udio SFA povezuje se s ve¢om strukturnom stabilno$¢u bioloskih membrana te
smanjenom osjetljivos¢u lipida na oksidativnhu degradaciju, $to moze biti funkcionalno
znacajno u tkivima s kontinuiranom kontraktilnom aktivno$¢u i visokim metaboli¢kim
zahtjevima (HULBERT i ELSE, 2005.; HULBERT, 2008.). Regulacija lipidnog metabolizma
kod poikilotermnih kraljeZznjaka snazno je povezana s energetskim potrebama i fizioloskim
statusom organizma, pri ¢emu su jetra 1 misi¢ klju¢na mjesta metabolizma 1 preraspodjele lipida

(SHEN i GAO, 2005.).

Abdominalno masno tkivo, uzorkovano iz masnih tijela koja kod gmazova predstavljaju
primarno mjesto pohrane energije, pokazalo je najviSi udio ukupnih UFA. Povecana
zastupljenost UFA u depo tkivu moze odrazavati potrebu za veCom metabolickom
fleksibilnos¢u te u¢inkovitijom mobilizacijom pohranjenih masnih kiselina tijekom razdoblja
povecanih energetskih zahtjeva (PRICE, 2010.; HULBERT, 2008.). U ektotermnih organizama
zabiljezeno je da promjene u udjelu nezasi¢enih masnih kiselina imaju vaznu ulogu u prilagodbi

metabolickim i okolisnim izazovima (SHEN 1 GAO, 2005.).

Mozak je, ocekivano, pokazao relativno visok udio PUFA, osobito n-3 masnih kiselina
te nizi omjer n-6/n-3 u odnosu na ostala analizirana tkiva (Tablica 6.), $to je u skladu s
funkcionalnim zahtjevima Ziv€anog tkiva (SAMBRA i sur., 2021.). Fosfolipidi ziv€anog tkiva

podlijezu strogoj regulaciji jer sastav masnih kiselina izravno utjece na fluidnost membrane,
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funkcionalnost ionskih kanala 1 ucinkovitost sinapticke transmisije (STILLWELL 1
WASSALL, 2003.; HULBERT, 2008.). Kod ektotermnih kraljeznjaka povecanje udjela
nezasi¢enih masnih kiselina u membranama predstavlja klasi¢an mehanizam fizioloSke
prilagodbe promjenama okoli$nih uvjeta, poznat kao homeoviskozna adaptacija (SHEN i GAO,
2005.).

Posebno je istaknuta uloga oleinske (C18:1c-9) i drugih UFA u modulaciji fizikalnih
svojstava fosfolipida membrana (SHEN i GAO, 2005.). U ovom istrazivanju tkiva su se
razlikovala ne samo u omjeru SFA i1 UFA, ve¢ i u raspodjeli pojedinih skupina nezasi¢enih
masnih kiselina. MUFA su bile najzastupljenije u masnom tkivu (Tablica 9.), dok su PUFA bile
najzastupljenije u jetri i mozgu (Tablice 6. i 8.), a najnizi udjeli obje skupine masnih kiselina
zabiljezeni su u srcu (Tablica 10.). Ovakav raspored upucuje na to da se tkivna specifi¢nost
masnokiselinskog sastava ocituje kroz razlike u stupnju zasi¢enosti lipida, ali 1 kroz razli¢itu
zastupljenost pojedinih skupina nezasi¢enih masnih kiselina, u skladu s funkcionalnom ulogom

pojedinog tkiva.

Ukupno gledano, dobiveni rezultati potvrduju da masnokiselinski sastav kod
istrazivanih guStera nije uniforman unutar organizma, ve¢ odrazava specificne fizioloske
zahtjeve pojedinog tkiva, poput membranske stabilnosti, energetskog metabolizma i pohrane
lipida (HULBERT i sur., 2005.). Tako su tkiva s visokom metaboli¢kom aktivnos$éu, poput jetre
1 miSica, pokazivala drugaciji masnokiselinski profil u odnosu na mozak, u kojem prevladava
strogo reguliran sastav membranskih lipida vazan za odrzavanje neuronske funkcije. Takva
tkivna diferencijacija predstavlja temelj za interpretaciju daljnjth meduvrsnih razlika i

potencijalnih adaptivnih strategija u kontekstu metabolicke fleksibilnosti 1 ekoloske prilagodbe.

6.1. Regulacija omjera UFA/SFA i PUFA/SFA kao pokazatelj metabolickog profila

Omjer nezasic¢enih i zasi¢enih masnih kiselina (UFA/SFA), kao 1 omjer viSestruko
nezasi¢enih 1 zasi¢enih masnih kiselina (PUFA/SFA), smatraju se vaznim pokazateljima
funkcionalnih svojstava bioloskih membrana 1 metabolic¢ke fleksibilnosti tkiva (CHEN 1 LIU,
2020). Promjene u stupnju zasi¢enosti lipida izravno utjecu na fluidnost membrane, stabilnost
fosfolipidnog dvosloja te osjetljivost na oksidativna osteCenja (HULBERT, 2008.). Kod
ektotermnih kraljeznjaka prilagodba omjera UFA 1 SFA predstavlja jedan od klju¢nih
mehanizama fizioloSke prilagodbe promjenjivim okoliSnim uvjetima, osobito temperaturi i

energetskom statusu organizma (HAZEL i WILLIAMS, 1990.; SHEN i GAO., 2005.).
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U ovom istrazivanju uocene su razlike u UFA/SFA 1 PUFA/SFA omjerima medu
tkivima, pri ¢emu je u masnom tkivu utvrdena najvisa vrijednost UFA/SFA (Tablica 9.), dok
su miSi¢no tkivo i srce imali najvisi udio SFA (Tablice 7. i 10.). Jetra i mozak zauzimali su
intermedijaran polozaj, pri ¢emu se mozak dodatno izdvajao vis§im udjelom n-3 PUFA i nizim
omjerom n-6/n-3 u odnosu na ostala analizirana tkiva (Tablice 6. i 8.). Ovakav raspored
odrazava kompromis izmedu membranske fluidnosti i otpornosti na lipidnu peroksidaciju. Visi
udio UFA povecava fluidnost membrane, ali istodobno povecava podloznost oksidativnim
oSte¢enjima, dok veci udio SFA doprinosi vecoj strukturnoj stabilnosti i manjoj reaktivnosti

lipida (PAMPLONA i sur., 2002.; HULBERT, 2008.).

Kod ektotermnih organizama promjene u omjeru UFA i SFA Cesto se interpretiraju u
kontekstu homeoviskozne adaptacije (PAMPLONA 1 sur., 2002.), pri ¢emu poveéanje stupnja
nezasienosti omogucuje odrzavanje optimalne funkcije membrana pri promjenama
temperature (HAZEL i WILLIAMS, 1990.). Sli¢ni obrasci sastava masnih kiselina opisani su
kod drugih gmazova, gdje lipidi razli¢itih tkiva pokazuju dominantnu zastupljenost oleinske,

palmitinske 1 linolne kiseline, uz relativno visoke udjele UFA u skladiSnim tkivima

(GREENBERG i sur., 1984.; VEGA PARRY i sur., 2014.).

Buduéi da su jetra i masna tijela kod gmazova klju¢na mjesta sinteze, preraspodjele 1
pohrane lipida, a masna tijela predstavljaju glavni energetski depo organizma (DERICKSON,
1976.; GREENBERG i sur., 1984.), varijacije u omjerima PUFA/SFA u tim tkivima mogu
odrazavati razlike u regulaciji lipidnog metabolizma. Stabilniji profil mozga, s druge strane,
sugerira strozu funkcionalnu kontrolu membranskog sastava zivéanog tkiva (ROMANO i sur.,
2017.).

S obzirom na to da vi§i PUFA/SFA omjer potencijalno povecava osjetljivost membrana
na oksidativni stres (PAMPLONA i sur., 2002.; HULBERT, 2008.), interpretacija ovih
rezultata zahtijeva integraciju s pokazateljima oksidativnog statusa (vidi 6.6.). Upravo odnos
izmedu stupnja nezasicenosti lipida 1 razine oksidativnih oSte¢enja moze pruziti dublji uvid u

adaptivne strategije istrazivanih vrsta.

6.2. Meduvrsne razlike u masnokiselinskom sastavu tkiva
6.2.1. Jetra

Jetra je u ovom istrazivanju pokazala najveci broj znacajnih meduvrsnih razlika u

masnokiselinskom sastavu, dok su razlike izmedu lokaliteta 1 spolova nisu bile znacajne. Takav
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raspored sugerira da je lipidni profil jetre primarno odreden vrstom, odnosno intrinzi¢nim
metaboli¢kim svojstvima, a u manjoj mjeri okoliSnim ¢imbenicima (Tablica 8.). Budu¢i da je
jetra centralno mjesto sinteze, elongacije i desaturacije masnih Kiselina te regulacije lipidne
homeostaze kod poikilotermnih kraljeZznjaka (SHEN i GAO, 2005.), razlike u jetrenom
masnokiselinskom sastavu mogu odrazavati temeljne razlike u metabolickom profilu izmedu

vrsta.

U vrste P. melisellensis utvrden je visi ukupni udio SFA u odnosu na P. siculus (Slika
9.). Povecana zastupljenost SFA moZe upucivati na veéu otpornost na lipidnu peroksidaciju.
Zasi¢ene masne kiseline kemijski su stabilnije i manje podlozne oksidativnim oStec¢enjima, $to
moze predstavljati zaStitni mehanizam u uvjetima poveéane proizvodnje reaktivnih kisikovih

vrsta (PAMPLONA i sur., 2002.; HULBERT, 2008.).

Suprotno tome, u P. siculus je utvrden visi udio PUFA i n-6 PUFA, vise vrijednosti
UFA/SFA i PUFA/SFA omjera te visi indeks desaturacije SCDi18 (Slika 9. i 10.). Na razini
pojedina¢nih masnih kiselina kod P. siculus su u jetri utvrdeni visi udjeli oleinske (C18:1¢c9),
linolne (C18:2n-6) i arahidonske masne kiseline (C20:4n-6), dok je udio miristoleinske kiseline
(C14:1) bio nizi (Tablica 15.). Povecani stupanj nezasi¢enosti membranskih lipida povezuje se
s ve¢om membranskom fluidno$¢u i1 potencijalno ve¢om metabolickom fleksibilnos¢u, ali
1stodobno 1 s veCom osjetljivos¢u na oksidativna oSte¢enja (STILLWELL 1 WASSALL, 2003.).
Kod ektotermnih organizama promjene u stupnju nezasic¢enosti lipida ¢esto su povezane s
prilagodbom energetskim zahtjevima i temperaturnim uvjetima okoliSa (HAZEL 1 WILLIAMS,
1990.; SHEN 1 GAO, 2005.). Sli¢ni obrasci dominacije oleinske, palmitinske (C16:0) 1 linolne
kiseline opisani su i u drugim tkivima gmazova (GREENBERG i sur., 1984.).

Zanimljivo je da su razlike izmedu vrsta bile izraZzene 1 u indeksima desaturacije
(SCDi16), sto dodatno upucuje na razliCitu aktivnost enzima stearoil-CoA desaturaze Ovaj
enzim katalizira desaturaciju palmitinske kiseline (C16:0) u palmitoleinsku kiselinu (C16:1),
pri ¢emu ima vaznu ulogu u regulaciji omjera zasi¢enih i mononezasi¢enih masnih kiselina te
u kontroli sastava membranskih lipida i energetske homeostaze (BEHROUZIAN i sur., 2002).
Takve razlike potencijalno utjeu na membransku dinamiku, energetski metabolizam 1

otpornost na oksidativne procese (NTAMBI i MIYAZAKI, 2004.; HULBERT, 2008.).

Ukupno gledano, rezultati upucuju na to da P. siculus posjeduje jetreni lipidni profil
obiljezen ve¢im stupnjem nezasicenosti, dok P. melisellensis pokazuje profil s ve¢im stupnjem

zasicenosti. Ovaj raspored moZe odrazavati razli¢ite metabolicke strategije, pri ¢emu jedna
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vrsta favorizira ve¢u membransku fluidnost i potencijalno brzu metabolicku prilagodbu, dok
druga pokazuje stabilniji i oksidativno otporniji lipidni sastav. Interpretacija ovih razlika u
kontekstu ekoloske prilagodbe zahtijeva integraciju s podacima o oksidativnhom statusu, koji
mogu razjasniti predstavlja li visi stupanj nezasicenosti funkcionalnu prednost ili potencijalni

gubitak.

6.2.2. Masno tkivo

Masno tkivo, uzorkovano iz abdominalnih masnih tijela, pokazalo je izrazene
meduvrsne razlike, dok su razlike izmedu lokaliteta 1 spolova nisu bile izrazene. Buduéi da
masna tijela kod gmazova predstavljaju primarno mjesto pohrane energije i kljucnu
komponentu sezonske energetske strategije, razlike u njihovom masnokiselinskom sastavu
mogu odrazavati temeljne razlike u energetskom metabolizmu i regulaciji lipidne homeostaze

izmedu vrsta (DERICKSON, 1976.; VEGA PARRY i sur., 2014.).

U ovom istrazivanju u P. melisellensis utvrden je visi ukupni udio SFA u masnom tkivu
u odnosu na P. siculus (Slika 9. i 10.). Povecana zastupljenost SFA u skladisnom tkivu moze
upucivati na stabilniju, strukturno otporniju energetsku rezervu. S obzirom na to da su SFA
manje podlozne oksidativnim procesima (NAKAMURA 1 sur., 2019.), takav profil moze
predstavljati strategiju smanjenja oksidativnog troska tijekom dugotrajne pohrane lipida
(PAMPLONA i sur., 2002.; HULBERT, 2008.).

Suprotno tome, u P. siculus utvrdeni su visi udio MUFA, visi omjer UFA/SFA te visi
indeks desaturacije SCDi18, uz nizi ukupni udio SFA (Slika 9., 10. i 12.). Povecani udio UFA
u masnom tkivu moze biti povezan s vecom metaboliCkom fleksibilnoS¢u 1 brzom
mobilizacijom energetskih rezervi. Nezasi¢ene masne kiseline imaju niZu temperaturu taljenja
i ve¢u membransku fluidnost, §to moze olaksati njihovu mobilizaciju tijekom razdoblja
povecanih energetskih zahtjeva (HAZEL i WILLIAMS, 1990.; HULBERT, 2008.). Kod
ektotermnih kraljeznjaka regulacija stupnja nezasi¢enosti pohranjenih lipida povezana je s
prilagodbom metaboli¢kom statusu i okolisnim uvjetima (HAZEL i WILLIAMS, 1990.; SHEN
I GAO, 2005.).

Zanimljivo je da su razlike izmedu vrsta bile vidljive i u SCDi18 indeksu (Slika 11.),
Sto upucuje na razli¢itu procijenjenu aktivnost stearoil-CoA desaturaze u masnom tkivu. Ovaj
enzim Katalizira desaturaciju stearinske kiseline (C18:0) u oleinsku kiselinu (C18:1), pri ¢emu

ima vaznu ulogu u regulaciji omjera zasi¢enih i1 mononezasi¢enih masnih kiselina
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(BEHROUZIAN i sur., 2002.). Dakle, razlike u SCD indeksu mogu sugerirati da dvije vrste
mogu primjenjivati razliite strategije regulacije skladisnih lipida. ViSa aktivnost desaturacije
moze povecati fluidnost pohranjenih lipida, ali istodobno potencijalno povecati njihovu

oksidativnu osjetljivost (NTAMBI i MIYAZAKI, 2004.).

U P. melisellensis utvrden je visi omjer n-6/n-3 u masnom tkivu u odnosu na P. siculus
(Tablica 13.). Budu¢i da omjer n-6/n-3 masnih kiselina utje¢e na sintezu razlicitih skupina
eikozanoida, ukljucujué¢i proinflamatorne i protuupalne medijatore, promjene u tom omjeru

mogu imati vazne fizioloske posljedice povezane s regulacijom upalnih procesa i metaboli¢kog

odgovora organizma (SIMOPOULOS, 2002.; SCHMITZ i ECKER, 2008.).

Ukupno gledano, rezultati upucuju na to da masno tkivo vrste P. siculus karakterizira
nezasiceni profil, dok je kod P. melisellensis utvrden zasiceniji lipidni profil. Budu¢i da stupanj
nezasicenosti pohranjenih lipida utjeCe na njihova fizikalna svojstva, mobilizaciju i
metaboli¢ku iskoristivost, dobivene razlike mogu odrazavati razliCite strategije regulacije
energetskih rezervi izmedu istrazivanih vrsta (HAZEL i WILLIAMS, 1990.; HULBERT,
2008.). Takve razlike potencijalno mogu utjecati na sezonsku dinamiku metabolizma,

reproduktivna ulaganja i odgovor organizma na okoli$ne stresore.

6.3.3. Mozak

Za razliku od jetre 1 masnog tkiva, mozak je pokazao manji broj znacajnih razlika u
masnokiselinskom sastavu izmedu analiziranih skupina, pri ¢emu su vrijednosti glavnih
skupina masnih kiselina i pripadajuc¢ih omjera bile relativno ujednacene (Slika 10. i Tablica 6.).
Takav obrazac ukazuje na stabilniji sastav lipida u Ziv€éanom tkivu u odnosu na metabolicki
aktivnija tkiva poput jetre i masnog tkiva. Buduci da je analiziran homogenat cijelog mozga,
dobiveni sastav odrazava ukupni sastav membranskih lipida Ziv€anih stanica, pri ¢emu
dominantnu lipidnu frakciju ¢ine fosfolipidi bogati viSestruko nezasi¢enim masnim kiselinama.
U skladu s time, u obje istrazivane vrste utvrden je relativno visok udio PUFA, osobito n-3
masnih kiselina, te nizi omjer n-6/n-3 u odnosu na ostala analizirana tkiva, §to je karakteristiéno
za ziv€ano tkivo i povezano s odrzavanjem membranske fluidnosti i neuronske funkcije
(STILLWELL i WASSALL, 2003.; ROMANO i sur., 2017.). Kod ektotermnih kraljeznjaka
lipidni sastav mozga opcenito je relativno stabilan, jer promjene u stupnju nezasi¢enosti mogu
utjecati na strukturu i1 funkciju stani¢énih membrana (STILLWELL 1 WASSALL, 2003; SHEN
i GAO, 2005.).
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U ovom istrazivanju nisu utvrdene znacajne razlike u ukupnom masnokiselinskom
sastavu mozga izmedu vrsta, spolova ni lokaliteta. Takoder, Cetiri pokazatelja dugolancanih
PUFA specifi¢nih za mozdano tkivo nisu se znacajno razlikovala izmedu analiziranih skupina.
Jedina statisticki znacajna meduvrsna razlika odnosila se na indeks desaturacije SCD1i18, koji
je bio nizi kod vrste P. siculus. Iako ovaj nalaz upucuje na mogucu razliku u metabolizmu
jednostruko nezasi¢enih masnih kiselina u mozdanom tkivu, izostanak znacajnih razlika u
ukupnim skupinama masnih kiselina 1 pripadaju¢im omjerima upucuje na relativno ocuvan
masnokiselinski profil mozga kod obje vrste. Posebno je vazno odrzavanje visestruko
nezasi¢enih masnih kiselina, osobito n-3 i n-6 masnih kiselina, budu¢i da one predstavljaju
klju¢ne komponente fosfolipida membrana ziv€anog tkiva te sudjeluju u membranskoj
fluidnosti 1 stani¢noj signalizaciji (STILLWELL 1 WASSALL, 2003.; SAMBRA i sur., 2021.).
Minimalne meduvrsne, spolne i lokalitetne razlike dodatno podupiru pretpostavku o relativno
ujednacenom lipidnom sastavu mozdanog tkiva. Dobiveni rezultati djelomi¢no su u skladu s
istrazivanjem SHEN i sur. (2005.), koji su takoder utvrdili da mozak gustera pokazuje manju
varijabilnost masnokiselinskog sastava u odnosu na jetru i miSiéno tkivo te visok udio
fosfolipida 1 viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina vaznih za odrzavanje funkcije Ziv€anog

tkiva.

Ukupno gledano, rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da je masnokiselinski sastav
mozga u obje istraZivane vrste relativno stabilan i strogo reguliran, s ograni¢enim meduvrsnim
razlikama. Takav obrazac razlikuje mozak od jetre i masnog tkiva, u kojima su meduvrsne
razlike bile znatno izraZenije, te potvrduje vaznost funkcionalne kontrole lipidnog sastava

zivéanog tkiva.

6.3. Vrstno specificne razlike u masnokiselinskom sastavu i njihova moguéa

funkcionalna uloga

Najvec¢i broj znacajnih razlika u ovom istrazivanju odnosio se na meduvrsne razlike u
pojedinim masnim kiselinama i pripadaju¢im omjerima, pri ¢emu je ucinak vrste bio tkivno
specifian i1 najizraZeniji u jetri i masnom tkivu. Razlike izmedu lokaliteta nisu bile izraZene,
dok su spolne razlike u masnokiselinskom sastavu bile ograni¢ene na pojedine pokazatelje u
jetri. Budu¢i da su jedinke tijekom eksperimentalnog razdoblja bile hranjene istovjetnom

prehranom 1 drZane u jednakim uvjetima, utvrdene razlike vjerojatno odrazavaju inherentne
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fizioloSke 1 metabolicke karakteristike vrsta. SliCan obrazac tkivno-specifi¢nog
masnokiselinskog sastava opisan je i kod gustera Phrynocephalus przewalskii, pri ¢emu su
razlike medu tkivima bile izraZenije od promjena uzrokovanih okoliSnim uvjetima (SHEN i

sur., 2005.).

U istrazivanju SHEN i sur. (2005.) jetra i miSi¢ pokazivali su visoke udjele PUFA, dok
su srce 1 mozak sadrzavali vece udjele MUFA, osobito oleinske kiseline (C18:1n-9). U svim
analiziranim tkivima dominantne masne kiseline bile su palmitinska (C16:0), stearinska
(C18:0), oleinska (C18:1n-9) i linolna (C18:2n-6) kiselina, $to je u skladu i s rezultatima ovog
istrazivanja. Autori su takoder pokazali da smanjenje okoliSne temperature dovodi do
povecanja stupnja nezasi¢enosti membranskih lipida, pri ¢emu se poveéavaju udjeli MUFA i
PUFA te vrijednosti UFA/SFA omjera, §to je povezano s odrzavanjem membranske fluidnosti

u uvjetima nizih temperatura.

U jetri i masnom tkivu u ovom istrazivanju u vrste P. melisellensis utvrden je visi udio
SFA, dok je u P. siculus utvrden visi udio PUFA i n-6 masnih kiselina, vise vrijednosti omjera
UFA/SFA i PUFA/SFA te visi indeks desaturacije SCDil8 (Slika 10. i Tablice 8. i 9.). U
masnom tkivu obrazac meduvrsnih razlika bio je djelomi¢no drukgéiji: P. siculus je imala visi
udio MUFA, visi omjer UFA/SFA i visi SCDi18, dok je P. melisellensis imala visi ukupni udio
SFA i vi$i omjer n-6/n-3 (Tablica 9.). Takav raspored upucuje na tkivno specifi¢no visi stupan;j
nezasic¢enosti kod vrste P. siculus, osobito u jetri i masnom tkivu. Sli¢nu povezanost viseg
stupnja nezasi¢enosti s fizioloSkom prilagodbom opisali su i SHEN i sur. (2005.), koji navode
da povecani udio nezasi¢enih masnih kiselina doprinosi odrzavanju funkcionalnih svojstava

membrana u promjenjivim okoliSnim uvjetima.

Visi udio nezasi¢enih masnih kiselina ¢esto se povezuje s ve¢om fleksibilnos¢u lipidnih
membrana i1 potencijalno ve¢om metabolickom prilagodljivos¢u organizma, §to moZe olaksati
prilagodbu promjenama temperature i energetskim zahtjevima (HAZEL i WILLIAMS, 1990.;
HULBERT, 2008.). S druge strane, visi udio SFA, kakav je zabiljezen kod P. melisellensis u
jetri i masnom tkivu, moze biti povezan sa stabilnijom i kemijski otpornijom organizacijom
membranskih lipida te manjom podloznos¢u lipidnoj peroksidaciji (PAMPLONA i sur., 2002.).
Razlike u desaturaznim indeksima dodatno podupiru moguénost da se vrste razlikuju u
regulaciji sinteze i remodeliranja masnih kiselina. Visi SCDil8 indeks u jetri i masnom
tkivuvrste P. siculus upuéuju na potencijalno veéu konverziju SFA u MUFA, §to moze
doprinositi poveéanoj fluidnosti membrana i metabolickoj dinamici lipida (NTAMBI i
MIYAZAKI, 2004.; BEHROUZIAN i sur., 2002.).
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U mozgu su meduvrsne razlike bile manje izraZzene nego u jetri i masnom tkivu, §to je
u skladu s rezultatima SHEN 1 sur. (2005.), koji su takoder pokazali relativno stabilan lipidni
sastav mozdanog tkiva u usporedbi s ostalim analiziranim tkivima. U njithovom istrazivanju
mozdano tkivo bilo je bogato DHA (22:6n-3), dok su promjene u stupnju nezasic¢enosti bile
manje izrazene nego u perifernim tkivima. Autori navode da takav sastav odrazava vaznost
odrzavanja membranskih svojstava neurona i stabilnosti ziv€anog tkiva. Sli¢no tome, i u ovom
istrazivanju mozak obje vrste pokazivao je relativno visok udio PUFA, osobito n-3 masnih
kiselina, te nizi omjer n-6/n-3 u odnosu na ostala tkiva. Jedina zna¢ajna meduvrsna razlika u
mozgu odnosila se na nizi SCDil8 kod vrste P. siculus, dok ukupni masnokiselinski profil

mozga nije pokazao izrazeno meduvrsno razdvajanje.

U Sirem ekoloSkom kontekstu, uofene razlike mogu biti povezane s razlikama u
fizioloSkoj fleksibilnosti i sposobnosti prilagodbe okolisnim uvjetima. Vrsta P. siculus poznata
je po izrazenoj ekoloSkoj plastiCnosti i uspjeSnom Sirenju izvan prirodnog areala
rasprostranjenosti te se u brojnim podru¢jima smatra invazivnom vrstom (OSKYRKO i sur.,
2022.). Tako se izravna povezanost izmedu lipidnog sastava i invazivnog potencijala ne moze
potvrditi na temelju ovog istrazivanja, povecani stupanj nezasi¢enosti lipida u jetri i masnom
tkivu te visi udio UFA mogu predstavljati jednu od fizioloskih karakteristika povezanih s ve¢om

prilagodljivoséu promjenjivim okoliSnim uvjetima.

Ukupno gledano, rezultati ovog istrazivanja upucuju na to da se P. melisellensis i P.
siculus razlikuju u obrascima lipidnog metabolizma i organizaciji membranskih lipida. Dok P.
melisellensis pokazuje stabilniji i zasi¢eniji lipidni profil, P. siculus karakterizira visi stupanj
nezasic¢enosti, osobito u jetri i masnom tkivu, §to moze biti povezano s ve¢om metabolickom

fleksibilnoS¢u 1 prilagodljivoséu okolisnim promjenama.

6.4. Integrativna interpretacija tkivnih obrazaca masnokiselinskog sastava

Analiza masnokiselinskog sastava razliCitih tkiva pokazala je dosljednu tkivno-
specificnu organizaciju lipida, pri ¢emu su razlike izmedu vrsta bile izrazenije u metabolicki
aktivnim 1 skladiSnim tkivima, poput jetre i masnog tkiva. U srcu su je zabiljeZen manji broj
meduvrsnih znacajnih razlika, dok u miSiénom tkivu nisu utvrdene znacajne razlike u
grupiranim pokazateljima masnokiselinskog sastava. U mozgu je varijabilnost bila dodatno
ogranicena, $to upucuje na strozu funkcionalnu kontrolu lipidnog sastava Zivcanog tkiva. Takva

raspodjela upucuje na to da se meduvrsne razlike primarno ocituju u regulaciji lipidnog
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metabolizma 1 energetskih rezervi, dok funkcionalno specijalizirana tkiva, poput Zivcanog i
miSi¢nog tkiva, odrzavaju stabilniji lipidni sastav. Jetra i masno tkivo pritom pokazuju vecu
metaboli¢ku dinamiku jer sudjeluju u procesima sinteze, pohrane, mobilizacije i preraspodjele

masnih kiselina, zbog ¢ega su promjene u sastavu lipida u tim tkivima izrazenije (SHEN i sur.,

2005.; HULBERT, 2008., Tablice 8.1 9.).

U jetri je kod vrste P. siculus utvrden visi stupanj nezasi¢enosti lipida, ukljucujuci visi
udio PUFA i n-6 PUFA te vise vrijednosti UFA/SFA i PUFA/SFA omjera, dok je kod vrste P.
melisellensis zabiljezen visi udio SFA. U masnom tkivu obrazac je takoder upuéivao na vecu
nezasi¢enost kod vrste P. siculus, ali ponajprije kroz visi udio MUFA, vis$i omjer UFA/SFA i
visi indeks SCDi18, uz nizi ukupni udio SFA (Slika 10. i Slika 12.). Takva raspodjela sugerira
potencijalno razli¢ite metaboli¢ke profile izmedu vrsta. Profil obiljezen ve¢om nezasi¢enos¢u
moze biti povezan s vefom fleksibilnos¢u lipidnih membrana i1 potencijalno brzom
metabolickom prilagodbom organizma, osobito u uvjetima promjenjivih energetskih i
temperaturnih zahtjeva (HAZEL i WILLIAMS, 1990.; HULBERT, 2008.; SHEN i sur., 2005.).
S druge strane, viSi udio SFA moze pridonositi ve¢oj strukturnoj stabilnosti lipida 1 manjoj
podloZnosti oksidativnim oSte¢enjima, budu¢i da su SFA manje osjetljive na lipidnu
peroksidaciju od PUFA (PAMPLONA i sur., 2002.; NAKAMURA i sur., 2019.).

Kod ektotermnih kraljeZznjaka stupanj nezasi¢enosti membranskih lipida cesto se
povezuje s prilagodbom metabolickim i okoliSnim izazovima, pri ¢emu fino podeSavanje
omjera SFA 1 UFA predstavlja vaZan regulator fizioloske fleksibilnosti (HAZEL i WILLIAMS,
1990.; SHEN i sur., 2005.). Iako u ovom istrazivanju okolisni ¢imbenici nisu bili
eksperimentalno manipulirani, ¢injenica da su obje vrste analizirane na istim lokalitetima 1 pod
istim prehrambenim uvjetima upucuje na to da uocene razlike vjerojatno proizlaze iz
intrinzi¢nih bioloSkih svojstava vrsta. Sli¢na opazanja opisana su i u drugim istraZivanjima
kraljeznjaka, gdje su razlike u lipidnom sastavu tkiva zabiljeZene unato¢ ujednacenim uvjetima
hranidbe i drzanja, $to upucuje na vaznost genetski i fizioloski uvjetovanih mehanizama
regulacije lipidnog metabolizma (MALDONADO i sur., 2002.; SHEN i sur., 2005.).

Relativna stabilnost mozdanog lipidnog sastava dodatno potvrduje da se funkcionalno
kriti¢na tkiva odrzavaju unutar uskog raspona varijabilnosti, dok se veca plasti¢nost ocituje u
jetri i depo tkivu, gdje su procesi sinteze, elongacije i desaturacije masnih kiselina metabolicki

najaktivniji.
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Ukupno gledano, rezultati ukazuju na to da se dvije vrste razlikuju u stupnju regulacije
zasi¢enosti lipida, pri ¢emu P. siculus pokazuje izrazeniji stupanj nezasi¢enosti u jetri i masnom
tkivu te djelomi¢no u srcu, dok P. melisellensis u jetri i masnom tkivu pokazuje zasiceniji
lipidni profil. Takva raspodjela moze imati implikacije na metaboli¢ku dinamiku, energetsku
strategiju 1 otpornost na oksidativne procese, $to zahtijeva daljnju interpretaciju u kontekstu

pokazatelja oksidativnog stresa.

6.5. Meduvrsne razlike u enzimskim antioksidansima

Rezultati ovog istrazivanja pokazali su da je aktivnost enzimskog antioksidansa
glutation peroksidaze (GSH-Px) u jetri i miSi¢nom tkivu bila visa kod vrste P. melisellensis u
usporedbi s vrstom P. siculus, dok je aktivnost superoksid-dismutaze (SOD) bila vi$a kod vrste
P. melisellensis samo u jetri (Slika 14.). Ovi enzimi predstavljaju kljuéne komponente
antioksidativnog obrambenog sustava: SOD katalizira dismutaciju superoksidnog radikala u
vodikov peroksid, dok GSH-Px sudjeluje u njegovoj daljnjoj redukciji i time sprjeava nastanak
oksidativnih os$tecenja stani¢nih struktura (HERMES-LIMA i STOREY, 1993., HALLIWELL,
1999.). Zbog njihove funkcionalne povezanosti, aktivnosti ovih enzima ¢esto su medusobno
povezane te zajedno odrazavaju ucinkovitost enzimskog antioksidativnog sustava u

neutralizaciji reaktivnih kisikovih spojeva.

Sliéna povezanost izmedu aktivnosti SOD i GSH-Px opisana je i u drugim
istraZzivanjima na gmazovima, gdje povecana aktivnost jednog antioksidativnog enzima cesto
prati povecanu aktivnost drugih enzima kao dio koordiniranog odgovora organizma na
oksidativne procese (HERMES-LIMA i STOREY, 1993.; ZHANG i sur., 2015.). Zhang i sur.
(2015.) istrazivali su oksidativni status kod gustera vrste Phrynocephalus vlangalii iz
populacija razli¢ite nadmorske visine te su utvrdili izrazenu tkivnu specifi¢nost
antioksidativnog odgovora. U njihovom istrazivanju mozak i jetra pokazivali su veéu otpornost
na oksidativni stres 1 stabilnije vrijednosti antioksidativnih pokazatelja, dok je miSi¢no tkivo
pokazivalo vi$u razinu lipidne peroksidacije i smanjenu aktivnost pojedinih antioksidativnih
enzima pri viSoj nadmorskoj visini. Autori su zakljucili da razli¢ita tkiva imaju razli¢itu
sposobnost prilagodbe oksidativnim izazovima, §to odrazava njihove specificne metabolicke
funkcije 1 energetsku aktivnost. Sli¢no tome, 1 u ovom istrazivanju utvrdene su razlike u
antioksidativnim pokazateljima izmedu analiziranih tkiva 1 vrsta, pri ¢emu su vrijednosti SOD

I GSH-Px pokazivale medusobno povezane obrasce promjena. Takoder je poznato da se
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aktivnosti antioksidativnih enzima mogu znacajno razlikovati izmedu vrsta, populacija i
okolisnih uvjeta, Sto odrazava razlike u metabolizmu, razini aktivnosti i fizioloskoj regulaciji
oksidativnog stresa (COSTANTINI, 2008.; SPEAKMAN i SELMAN, 2015.; RITCHIE i
FRIESEN, 2022.).

Prethodno istrazivanje provedeno na tkivu vrste P. siculus pokazalo je snaznu
povezanost aktivnosti GSH-Px i SOD, $to potvrduje vaznu ulogu ovih enzima u odrzavanju
redoks ravnoteze i1 antioksidativne obrane kod gmazova (SHEK i sur., 2025.). PoviSene
aktivnosti ovih enzima kod vrste P. melisellensis u ovom istrazivanju stoga mogu ukazivati na
izrazeniji enzimski antioksidativni odgovor, §to moze odrazavati veéu pocetnu proizvodnju
reaktivnih kisikovih spojeva, ali i u¢inkovitiju aktivaciju mehanizama antioksidativne obrane u

usporedbi s vrstom P. siculus.

Takva raspodjela moze upucivati na razlike u regulaciji oksidativno-redukcijskih
procesa izmedu vrsta, buduc¢i da promjene u stvaranju reaktivnih kisikovih spojeva i aktivnosti
antioksidativnih  enzima predstavljaju medusobno povezane komponente sustava
antioksidativne obrane (MONAGHAN i sur., 2009.; SPEAKMAN i SELMAN, 2015.).

6.6. Neenzimski antioksidativni kapacitet i oksidativno oStecenje

Za razliku od aktivnosti enzimskih antioksidansa, rezultati ovog istrazivanja pokazali su
da je bioloski antioksidativni potencijal (BAP) bio visi kod vrste P. siculus u jetri i mi$i¢cnom
tkivu u usporedbi s vrstom P. melisellensis (Slika 14.). Bioloski antioksidativni potencijal
predstavlja mjeru ukupnog neenzimskog antioksidativnog kapaciteta organizma te ukljucuje
djelovanje razli¢itih antioksidativnih molekula, poput mokrac¢ne kiseline, bilirubina, vitamina 1
drugih redukcijskih spojeva koji sudjeluju u neutralizaciji reaktivnih kisikovih spojeva (KILK
1 sur.,, 2014.). Za razliku od enzimskih antioksidansa, koji djeluju unutar specifi¢nih
metaboli¢kih putova, neenzimski antioksidansi predstavljaju Siri kemijski obrambeni sustav
koji moZe relativno brzo reagirati na promjene u redoks ravnoteZzi organizma (COSTANTINI,
2008.; HALLIWELL 1 GUTTERIDGE, 2015.). U istrazivanjima na razli¢itim skupinama
kraljeznjaka pokazano je da povecane vrijednosti ukupnog antioksidativnog kapaciteta mogu
odrazavati viSu bazalnu razinu antioksidativne zaStite ili vec¢u dostupnost antioksidativnih
molekula u tkivima 1 tjelesnim teku¢inama (MONAGHAN 1 sur., 2009.; SPEAKMAN i
SELMAN, 2015.). U kontekstu ovog istrazivanja, visi BAP u jetri 1 miSi¢nom tkivu vrste P.
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siculus moze upucivati na vec¢i doprinos neenzimskih antioksidativnih mehanizama u

odrzavanju redoks ravnoteze.

U ovom istrazivanju koncentracija d-ROM, koji predstavljaju pokazatelj oksidativnog
oste¢enja biomolekula (KAWAI i sur., 2021.), nisu bile znaéajno razli¢ite izmedu vrsta.
Sli¢ne rezultate su dobili ZHANG i sur. (2015.), koji su istrazivali oksidativni status gusStera
vrste Phrynocephalus vlangalii iz populacija razli¢ite nadmorske visine te su utvrdili zna¢ajne
promjene pojedinih antioksidativnih pokazatelja, ukljuuju¢i aktivnosti antioksidativnih
enzima 1 ukupni antioksidativni kapacitet, dok razine oksidativnog oSte¢enja nisu pokazivale
jednako izrazene promjene u svim tkivima. U njihovom istrazivanju koncentracija
malondialdehida, kao pokazatelja lipidne peroksidacije, nije se razlikovala u jetri izmedu
populacija, unato¢ promjenama pojedinih komponenti antioksidativnog sustava. Autori su
zakljucili da prilagodbe antioksidativne obrane mogu omoguciti odrzavanje oksidativnog
ostecenja na relativno stabilnoj razini unato¢ promjenama okoliSnih uvjeta i metabolickih
zahtjeva. Sli¢no tome, i u ovom istrazivanju razlike u aktivnostima antioksidativnih enzima i
bioloskom antioksidativnom potencijalu nisu bile pracene odgovarajué¢im razlikama u
vrijednostima d-ROM-a. Takav nalaz moze upuéivati na ucinkovitu regulaciju redoks
ravnoteze, pri ¢emu promjene u jednoj komponenti antioksidativnog sustava bivaju
kompenzirane aktivacijom drugih zastitnih mehanizama te se razina oksidativnog ostecenja
odrZava unutar relativno uskog raspona vrijednosti (COSTANTINI, 2008.; SPEAKMAN 1
SELMAN, 2015.).

Integrirani pokazatelj oksidativnog stresa, izrazen kao omjer d-ROM/BAP (OSi),
takoder u veéini analiziranih slu¢ajeva nije pokazao znacajne razlike izmedu vrsta (Slika 15.).
Ovakav rezultat sugerira da, unato¢ razlikama u pojedinim komponentama antioksidativnog
sustava, ukupna ravnoteza izmedu prooksidativnih i antioksidativnih procesa ostaje relativno
stabilna. Sli¢ni obrasci opisani su u brojnim istraZzivanjima na kraljeZnjacima, gdje razlicite
komponente antioksidativne obrane, ukljucujué¢i enzimske i neenzimske antioksidanse, mogu
djelovati komplementarno i medusobno se nadopunjavati u odrzavanju funkcionalne redoks
ravnoteze organizma (COSTANTINI, 2008.; SPEAKMAN i SELMAN, 2015.). U tom
kontekstu, rezultati ovog istraZivanja sugeriraju da dvije istraZivane vrste mogu Kkoristiti
razliCite strategije antioksidativne zastite, pri ¢emu se razlike u pojedinim komponentama

sustava ne odrazavaju nuzno na ukupnu razinu oksidativnog oStecenja.
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6.7. Integrativna interpretacija oksidativnog statusa i potencijalne fizioloske
implikacije
Usporedba rezultata enzimskih i neenzimskih komponenti antioksidativnog sustava u
ovom istrazivanju ukazuje na razlike u obrascima antioksidativne obrane izmedu vrsta P.
melisellensis i P. siculus. Kod vrste P. melisellensis zabiljezena je visa aktivnost GSH-Px u jetri
i miSi¢nom tkivu te visa aktivnost SOD u jetri, dok su kod vrste P. siculus utvrdene vise
vrijednosti BAP-a u oba analizirana tkiva (Slika 14.). Takav obrazac sugerira da se odrzavanje
redoks ravnoteze kod istrazivanih vrsta moze temeljiti na razli¢itom relativnom doprinosu
enzimskih 1 neenzimskih komponenti antioksidativnog sustava. Sli¢an koncept opisan je i kod
visokoplaninskog gustera Phrynocephalus vlangalii, kod kojeg su ZHANG i sur. (2015.)
utvrdili da se promjene aktivnosti antioksidativnih enzima ne odvijaju nuzno paralelno s
promjenama ukupnog antioksidativnog kapaciteta. Njihovi rezultati pokazali su izrazenu tkivnu
specificnost antioksidativnog odgovora te razli¢it doprinos pojedinih komponenti
antioksidativnog sustava u odrzavanju redoks ravnoteze. U skladu s time, rezultati ovog
istrazivanja upuéuju na moguénost da se vrste P. melisellensis i P. siculus razlikuju u relativnom
oslanjanju na enzimske i neenzimske mehanizme antioksidativne obrane, pri ¢emu obje
strategije mogu ucinkovito doprinositi odrzavanju stabilnog oksidativnog statusa tkiva. Sli¢ne
razlike u strategijama regulacije oksidativnog stresa opisane su i kod drugih kraljeznjaka, gdje
razli¢ite vrste mogu koristiti razli¢ite kombinacije antioksidativnih mehanizama kako bi odrzale
stabilnu redoks ravnotezu u organizmu (COSTANTINI, 2008.; MONAGHAN 1 sur., 2009.;
SPEAKMAN i SELMAN, 2015.).

Vazno je naglasiti da povecana aktivnost antioksidativnih enzima ne mora nuzno znaciti
bolju antioksidativnu zaStitu, ve¢ moze predstavljati kompenzacijski odgovor na povecanu
proizvodnju reaktivnih Kkisikovih spojeva u tkivima (COSTANTINI, 2008.; MONAGHAN i
sur., 2009.). Takav obrazac opisan je i kod visokoplaninskog gustera Phrynocephalus vlangalii,
kod kojeg su ZHANG 1 sur. (2015.) utvrdili povecane aktivnosti pojedinih antioksidativnih
enzima 1 drugih komponenti antioksidativnog sustava u uvjetima hipoksije 1 na veéim
nadmorskim visinama, $to su autori protumacili kao prilagodbeni odgovor na povecani

oksidativni izazov.

U tom kontekstu, visa aktivnost GSH-Px u jetri i mi$i¢nom tkivu te visa aktivnost SOD
u jetri vrste P. melisellensis mogu upucivati na intenzivniju proizvodnju reaktivnih kisikovih
spojeva ili na snazniju aktivaciju enzimskih mehanizama obrane od oksidativnog stresa. S druge
strane, visi ukupni antioksidativni kapacitet zabiljezen kod vrste P. siculus moze ukazivati na
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veci doprinos neenzimskih antioksidansa u odrzavanju redoks ravnoteze. Sli¢ni obrasci opisani
su i kod drugih kraljeznjaka, gdje povecani ukupni antioksidativni kapacitet moze omoguditi
u¢inkovitu neutralizaciju reaktivnih kisikovih spojeva bez potrebe za izrazitom aktivacijom
enzimskih antioksidativnih sustava (COSTANTINI, 2014.; SPEAKMAN i SELMAN, 2015.).

Takvi rezultati mogu biti povezani s razlikama u fizioloSkoj organizaciji
antioksidativnog sustava izmedu vrsta. Medutim, budu¢i da u ovom istrazivanju nisu izravno
mjereni metabolicka aktivnost, stvaranje reaktivnih kisikovih spojeva niti pojedinacne
neenzimske antioksidativne molekule, navedene interpretacije treba promatrati kao

potencijalna objasnjenja uocenih obrazaca, a ne kao izravno potvrdene mehanizme.

6.8. Integrativna interpretacija lipidnog metabolizma i oksidativhog statusa u

kontekstu ekoloskih strategija vrsta

Kada se rezultati masnokiselinskog sastava tkiva promatraju zajedno s pokazateljima
oksidativnog statusa, uocava se obrazac meduvrsnih razlika izmedu istrazivanih gustera koji je
izraZzen ponajprije u metabolicki aktivnim i skladi$nim tkivima. Kod vrste P. siculus utvrden je
visi stupanj nezasic¢enosti lipida u jetri 1 masnom tkivu, pri ¢emu je u jetri bio izrazen visi udio
PUFA i n-6 PUFA te viSe vrijednosti UFA/SFA i PUFA/SFA omjera, dok su u masnom tkivu
bile izraZenije viSe vrijednosti MUFA, UFA/SFA i SCDi18. Kod vrste P. melisellensis u istim
je tkivima zabiljezen visi ukupni udio SFA. Istodobno, kod vrste P. melisellensis utvrdena je
visa aktivnost GSH-Px u jetri i miSi¢nom tkivu te viSa aktivnost SOD u jetri, dok su kod vrste

P. siculus zabiljezene vise vrijednosti BAP-a u jetri i miSi¢nom tkivu (Slika 11. i 15.).

Takav obrazac upucuje na mogucénost da se istrazivane vrste razlikuju u relativnom
doprinosu pojedinih sastavnica antioksidativnog sustava odrZavanju redoks ravnoteze. Kod
vrste P. melisellensis veéi znacaj mogu imati enzimski mehanizmi obrane, dok kod vrste P.
siculus vazniju ulogu mogu imati neenzimske antioksidativne komponente. Zanimljivo je da se
ove razlike nisu odrazile na vrijednosti d-ROM-a, koje u vecini slucajeva nisu pokazivale
znacajne meduvrsne razlike. To upucuje na zaklju¢ak da obje vrste, unato¢ razlikama u
organizaciji antioksidativnog sustava, uspje$no odrZavaju oksidativno oStecenje biomolekula

unutar sli¢nog raspona vrijednosti.

Takav nalaz ukazuje da meduvrsne razlike nisu nuzno povezane s razli¢itom razinom
oksidativnog stresa, ve¢ prije s razli¢itim nacinima njegove regulacije. U tom kontekstu

rezultati sugeriraju postojanje razli¢itih fizioloskih obrazaca odrzavanja redoks homeostaze, pri
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¢emu obje vrste postizu sli¢an krajnji rezultat — oCuvanje stabilnog oksidativnog statusa tkiva

— koriStenjem djelomicno razli¢itih metabolickih i antioksidativnih mehanizama.

U Sirem ekoloSkom kontekstu, utvrdene razlike u masnokiselinskom sastavu i
oksidativnom statusu mogu odrazavati razliCite fizioloske strategije kojima istrazivane vrste
odrzavaju funkcionalnu stabilnost organizma. Vrsta P. siculus poznata je po izrazenoj ekoloskoj
plasti¢nosti 1 uspjeSnom Sirenju izvan prirodnog areala rasprostranjenosti, zbog ¢ega se u
mnogim podruc¢jima smatra invazivnom vrstom (OSKYRKO i sur., 2022.). Iako rezultati ovog
istrazivanja ne omogucuju izravno povezivanje pojedinih fizioloskih pokazatelja s invazivnim
potencijalom vrste, zanimljivo je da su sliéne povezanosti izmedu antioksidativne zastite i
ekoloskog uspjeha opisane i kod drugih organizama. Tako su PAVIA i sur. (2026.) pokazali da
invazivna vrsta puza Pomacea canaliculata posjeduje snazniji enzimski i neenzimski
antioksidativni sustav te viSu sposobnost toleriranja poviSenih razina reaktivnih kisikovih
spojeva u usporedbi s blisko srodnom neinvazivnom vrstom Pomacea scalaris, $to su autori

povezali s ve¢om fizioloskom otpornos¢u i sposobnoscéu prilagodbe novim okolisnim uvjetima.

U ovom istrazivanju u P. siculus utvrden je visi stupanj nezasic¢enosti lipida u jetri i
masnom tkivu te viSe vrijednosti neenzimskog antioksidativnog kapaciteta u jetri i miSi¢cnom
tkivu, dok je u P. melisellensis utvrden izrazenija enzimsku komponenta antioksidativnog
odgovora. Istodobno, izostanak dosljednih razlika u pokazateljima oksidativnog oSteCenja
izmedu vrsta upucuje na to da obje vrste uspjesno odrzavaju redoks ravnotezu, ali potencijalno
razli¢itim fizioloskim mehanizmima. Takvi rezultati sugeriraju da razlike u organizaciji
lipidnog metabolizma 1 antioksidativnog sustava mogu predstavljati dio Sireg skupa fizioloskih
obiljeZja koja doprinose prilagodbi organizma okoliSnim izazovima. Medutim, za potvrdu
njihove uloge u ekoloSkoj uspjesnosti i adaptivnom potencijalu istraZivanih vrsta potrebna su
dodatna istraZivanja koja bi ukljucila veéi broj populacija, razlic¢ite okoliSne uvjete te

funkcionalne pokazatelje metabolicke aktivnosti.

6.10. Ogranicenja istrazivanja i smjernice za buduca istrazivanja

Prilikom interpretacije dobivenih rezultata potrebno je uzeti u obzir odredena
ogranicenja ovog istrazivanja. lako su sve jedinke tijekom istrazivanja drzane u ujednaenim
uvjetima 1 hranjene istom prehranom, takav eksperimentalni pristup istodobno ogranicava
mogucnost izravnog ekstrapoliranja rezultata na prirodne populacije, koje su tijekom zZivota

izloZene promjenjivim okoli$nim uvjetima, sezonskim promjenama i razlikama u dostupnosti

93



hrane. Stoga dobiveni rezultati prvenstveno odrazavaju intrinzi¢ne fizioloske razlike izmedu

istrazivanih vrsta u kontroliranim uvjetima.

Dodatno, u ovom istrazivanju koristeni su indirektni pokazatelji lipidnog metabolizma
i oksidativnog statusa, ukljucujué¢i masnokiselinski sastav tkiva, aktivnosti enzima GSH-PX i
SOD, BAP te d-ROM. Iako navedeni pokazatelji pruzaju vrijedan uvid u fiziolo§ko stanje
organizma, oni ne omogucuju izravno mjerenje metaboli¢kih procesa, stvaranja reaktivnih
kisikovih spojeva niti molekularnih mehanizama koji reguliraju lipidni metabolizam i
antioksidativnu obranu. Takoder, istrazivanje je provedeno na jedinkama prikupljenima s
ograni¢enog broja lokaliteta, zbog ¢ega je mogucénost generalizacije rezultata na cjelokupne

populacije istrazivanih vrsta djelomi¢no ogranic¢ena.

Buduca istrazivanja trebala bi ukljuciti veci broj populacija 1 lokaliteta te istrazivanja
provedena u prirodnim uvjetima tijekom razli¢itih sezonskih razdoblja. Dodatni uvid u
mehanizme koji povezuju lipidni metabolizam i oksidativni status mogli bi pruziti pokusi
manipulacije prehranom i temperaturom, kao i primjena izravnijih pokazatelja oksidativnog
ostecenja, poput odredivanja koncentracije malondialdehida ili drugih produkata lipidne
peroksidacije. Nadalje, ukljuc¢ivanje molekularnih analiza, poput odredivanja ekspresije gena
uklju¢enih u metabolizam masnih kiselina i antioksidativnhu obranu, omoguéilo bi bolje

razumijevanje mehanizama koji stoje u podlozi uo¢enih meduvrsnih razlika.
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7. ZAKLJUCCI
Na temelju provedenog istrazivanja mogu se donijeti sljedeci zakljudci:

Masnokiselinski sastav analiziranih tkiva pokazuje izrazenu tkivnu specificnost kod obje
istrazivane vrste gustera, pri ¢emu su meduvrsne razlike izrazenije od razlika povezanih sa

spolom i lokalitetom.

Najizrazenije meduvrsne razlike u masnokiselinskom sastavu utvrdene su u jetri i masnom
tkivu. Vrsta P. melisellensis pokazuje zasiceniji lipidni profil i viSu procijenjenu aktivnost
desaturacijskih procesa, dok vrsta P. siculus pokazuje visi stupanj nezasi¢enosti lipida Sto
upucuje na vecu membransku fluidnost. U jetri je taj obrazac bio obiljezen visim udjelima
PUFA i n-6 PUFA te viSim vrijednostima omjera UFA/SFA i PUFA/SFA, dok su u masnom
tkivu kod vrste P. siculus bile izraZenije vise vrijednosti MUFA, UFA/SFA i SCDil18 §to moze

sugerirati razlicite strategije regulacije energetskih rezervi.

U miSi¢nom tkivu, srcu i mozgu meduvrsne razlike u masnokiselinskom sastavu manje su
izrazene nego u jetri 1 masnom tkivu, Sto upucuje na vecu stabilnost lipidnog sastava

funkcionalno specijaliziranih tkiva.

Oksidativni status razlikuje se izmedu istrazivanih vrsta. U vrste P. melisellensis utvrdena je
visa aktivnost GSH-Px u jetri i mi§i¢énom tkivu te visa aktivnost SOD u jetri, dok je u vrste P.
siculus utvrden visi BAP u jetri i miSicnom tkivu, $to upucuje na visoku mjeru ukupnog

neenzimskog antioksidativnog kapaciteta tih organa.

Unato¢€ razlikama u antioksidativnom odgovoru, ukupno oksidativno opterecenje procijenjeno
pomocu d-ROM 1 OSi pokazatelja uglavnom se ne razlikuje izmedu istrazivanih vrsta, $to

upucuje na ucinkovito odrzavanje redoks ravnoteze razli¢itim fizioloskim mehanizmima.

Meduvrsne razlike u stupnju nezasi¢enosti masnih kiselina pracene su razlikama u aktivnostima
antioksidativnih enzima i bioloskom antioksidativnom potencijalu, §to upucuje na povezanost

masnokiselinskog sastava tkiva i oksidativnog statusa u istrazivanim vrstama gustera.

Dobiveni rezultati doprinose boljem razumijevanju povezanosti lipidnog metabolizma i
oksidativnog statusa u gmazova te predstavljaju temelj za daljnja istraZivanja fizioloskih

mehanizama prilagodbe u ektotermnih kraljeznjaka.
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Tijekom studija i stru¢nog usavrSavanja sudjelovao je u medunarodnim mobilnostima,
ukljucujuéi boravak na Klinici za egzoti¢ne zivotinje Veterinarskog fakulteta Sveucilista u
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Belgija, gdje sudjeluje u radu sa studentima, znanstvenim istrazivanjima i radu Klinike za

egzoti¢ne Zivotinje.
Aktivan je u podrucju kinologije kao kinoloski sudac te se rekreativno bavi triatlonom.

Autor je i koautor 17 znanstvenih, stru¢nih 1 preglednih radova te 33 kongresna priopcenja

1z podrucja egzoti¢nih Zivotinja i peradi.

120



Popis objavljenih relevantnih radova u posljednjih pet godina:

ALADROVIC, J., J. MILJKOVIC, A. SHEK VUGROVECKI, S. A. BLAZEVIC, D.
LISICIC, T. GOJAK, D. SIKIC, B. BEER LJUBIC, L. PAPEN (2023): Lipid indices in
abdominal fat and ovaries in Podarcis siculus and Podarcis melisellensis. 16th Annual Meeting

of Croatian Physiological Society with International Participation, 33—33.

BUDICIN, E., L. LOZICA, D. HORVATEK TOMIC, G. KONTREC, I. SABOLEK, J.
MILJKOVIC, M. OSTOVIC, A. SHEK-VUGROVECKI, J. ALADROVIC, Z. GOTTSTEIN
(2022): Promjene u krvnoj slici kokosi nesilica lake pasmine nakon primjene fluralanera u

terapiji tekuti. Proceedings of “Poultry Days 2022, 148-154.

DEVCIC, L., S. MENCIK, A. SHEK-VUGROVECKI, I. LEHUNSEK PANIC, J.
MILJKOVIC, H. CAPAK, I. ZURA ZAJA (2025): Histological tissue preparation in reptiles:

practical aspects and challenges. Animalia Exotica: Book of Abstracts, 29-30.

PURICIC, D., J. MILJKOVIC, K. SEVERIN, D. PRISCAN, I. SMIT (2026): Systems-Level
Proteomic and Biochemical Profiling of Plasma from Captive Indian Star Tortoise with

Reactome Pathway Enrichment Analysis. Metabolites 16(6), 398.

PURICIC, D., M. LUKAC, I. ZURA ZAJA, J. MILJKOVIC, E. BUDICIN, Z. GOTTSTEIN,
D. HORVATEK-TOMIC, M. SAMARDZIJA (2024): Utjecaj okolisnih &imbenika na
hormonalni status gustera — pregledni rad. Vet. Stanica 56, 121-127.

PURICIC, D., M. LUKAC, J. MILJKOVIC (2025): Hepatic lipidosis in psittacine birds—a

review. Academia Biology 3, 1-10.

DURICIC, D., M. LUKAC, S. FARAGUNA, A. JAVOR, J. MILJKOVIC (2025): Right
hemithorax pneumonia in red-eared slider (Trachemys scripta elegans, Wied-Neuwied, 1839).
Int. J. Vet. Sci. Anim. Husb. 10, 262-265.

DURICIC, D., M. LUKAC, Z. GOTTSTEIN, 1. ZURA ZAJA, E. BUDICIN, J. MILJKOVIC
(2025): Retrospective analysis of reptilian cases at the Faculty of Veterinary Medicine, Zagreb.
Animalia Exotica: Book of Abstracts, 12—-13.

PURICIC, D., M. SABLIC, D. CVITKOVIC, E. BUDICIN, J. MILJKOVIC (2024): Jezevi

kao potencijalni prenosioci zoonoza. Zdravlje zivotinja 4, 128-132.

GOTTSTEIN, Z., L. LOZICA, D. HORVATEK TOMIC, J. MILJKOVIC, J. ALADROVIC,
A. SHEK VUGROVECKI, D. BEDEKOVIC, K. BUHLER (2022): Hematological parameters

121



in broiler breeder flock fed diet supplemented with natural 1,25(OH).Ds-glycosides. 26th
World’s Poultry Congress — Book of Abstracts, 75—75.

%

GOTTSTEIN, Z., L. LOZICA, 1. SABOLEK, J. MILJKOVIC, M. OSTOVIC, I.
ALADROVIC, A. SHEK-VUGROVECKI, D. HORVATEK TOMIC (2021): Uéinkovitost
pripravka fluralanera u kontroli tekuti na farmama peradi. Hrvat. Vet. Vjesn. 29, 41-46.

HELLEBUYCK, T., F. SOLANES-VILANOVA, B. DECORTE, J. MILJKOVIC, E.
CLAEREBOUT (2025): Patent pulmonary infection with the invasive pentastomid Raillietiella

orientalis in a panther chameleon (Furcifer pardalis) in Belgium. Animals 15, 3433.

LOZICA, L., I. KECA, T. PORDEVIC, E. BUDICIN, D. BURICIC, J. MILJKOVIC, M.
LUKAC, Z. GOTTSTEIN (2025): Prevalence of Beak and Feather Disease Virus in samples
received at the Department of Poultry Diseases with Clinic, FVMUZ, Croatia (2021-2025).
ESVV 2025: 13th International Congress for Veterinary Virology: Abstract Book, 133-133.

LUKAC, M., J. MILJKOVIC, K. POPOVIC, T. MATAUSIC, D. HUBER, M. BELIC, A.
JAVOR, D. DPURICIC (2026): Incidental finding of ovarian dysgerminoma in a red-eared slider
(Trachemys scripta elegans) undergoing ovariosalpingectomy. ICARE2026 Proceedings of 7th
International Conference on Avian, Herpetological, Exotic Mammal, Zoo and Wildlife
Medicine, 429-429.

MATAUSIC, T., J. MILJKOVIC, A. SHEK VUGROVECKI, M. VILIC, M. OSTOVIC, M.
RUZIC, 1. ZURA ZAJA (2021): Limb regeneration in axolotl (Ambystoma mexicanum).
Proceedings of the 2nd International Scientific and Professional Meeting on Reptiles and Exotic
Animals “Reptilia”, 107-111.

MILJKOVIC, J., A. JONKER, D. BURICIC, D. HORVATEK TOMIC, M. BELIC, S.
FARAGUNA, M. PAVIC VULINOVIC, A. SHEK VUGROVECKI, M. LUKAC, 1.-C.
SOSTARIC-ZUCKERMANN et al. (2025): Systemic CD3+ T-cell lymphoblastic leukemia in
a bearded dragon (Pogona vitticeps): Clinical, therapeutic, and pathological findings. Animals
15, 2736-2746.

MILJKOVIC, J., A. SHEK VUGROVECK]I, S. MILINKOVIC TUR, D. BURICIC, S. A.
BLAZEVIC, S. FARAGUNA, I. ZURA ZAJA (2024): Oxidation-antioxidation processes and

thermal effects on oxidative stress in reptiles. Vet. Stanica 56, 145-159.

122



MILJKOVIC, J., A. VUGROVECKI SHEK, 1. ZURA ZAJA, M. PAVIC (2021): Are there
any intraspecific variabilities in snake venom? Proceedings of the 2nd International Scientific

and Professional Meeting on Reptiles and Exotic Animals “Reptilia”, 72—75.

MILJKOVIC, J., D. PURICIC (2025): Local skin reaction to intramuscular administration of
enrofloxacin in pythons. Vet. Stanica 56, 847—853.

MILJKOVIC, J., D. LISICIC, S. FARAGUNA, M. CRNOJA, D. DPURICIC, Z. GOTTSTEIN
(2026): Pseudomonas aeruginosa skin infection after long-term captivity of a Dalmatian wall
lizard, Podarcis melisellensis (Braun, 1877). Herpetol. Notes 19, 269-272.

MILJKOVIC, J., . ZURA ZAJA, L. PADEN, J. ALADROVIC, L. BASTIANCIC, D.
LISICIC, S. A. BLAZEVIC, A. SHEK VUGROVECKI (2024): Zna¢aj masti i masnih kiselina
u gmazova. Hrvat. Vet. Vjesn. 32, 42-49.

MILJKOVIC, J., I. ZURA ZAJA, P. SRUK, M. PAVIC VULINOVIC, A. SHEK
VUGROVECKI (2024): Effects of lithium heparin and dipotassium ethylenediaminetetraacetic
acid on packed cell volume of blood samples of Indian star tortoise (Geocheleone elegans).
Proceedings of 3rd International Scientific and Professional Meeting on Reptiles and Exotic
Animals “Reptilia”, 170-170.

MILJKOVIC, J., J. ALADROVIC, A. SHEK VUGROVECKI, S. A. BLAZEVIC, D.
LISICIC, L. PADEN (2024): Brain fatty acid composition in two species of wall lizard — a
preliminary study. Book of Abstracts of 17th Annual Symposium of the Croatian Physiological
Society, 17-17.

MILJKOVIC, J., ]. ALADROVIC, L. PAPEN, D. SIKIC, M. GLOGOSKI, T. GOJAK, D.
LISICIC, S. A. BLAZEVIC, A. SHEK VUGROVECKI (2024): Comparison of the
antioxidative and oxidative status in muscle tissue of Dalmatian wall lizard (Podarcis
melisellensis) and Italian wall lizard (Podarcis siculus). ICARE2024 International Conference
on Avian, Herpetological, Exotic Mammal, Zoo and Wildlife Medicine, 454-454.

MILJKOVIC, J., L. PAPEN, 1. LOSIC, D. BEDEKOVIC, K. BUHLER, L. LOZICA, D.
HORVATEK TOMIC, Z. GOTTSTEIN, J. ALADROVIC (2022): Prirodni 1,25(0OH).Ds-
glikozid ublazava posljedice stresa i pove¢ava koncentraciju kalcija i magnezija u serumu

kokosi teske pasmine u zavrS$noj fazi proizvodnje. Proceedings of “Poultry Days 2022, 162—

168.

123



MILJKOVIC, J., M. CRNOJA, D. BOSKOVIC, L. HANNAN, H. POTET, N. N.
PARASCANDOLO, H. CAPAK, A. SHEK VUGROVECKI, I. ZURA ZAJA (2025): How
does volunteering with reptiles and amphibians affect student stress levels? ICEAS IV
Proceedings Book, 24-24.

MILJKOVIC, J., T. HELLEBUYCK, B. DECORTE, F. SOLANES-VILANOVA, E.
CLAEREBOUT (2026): Patent pulmonary pentastomiasis in a panther chameleon (Furcifer
pardalis) in Belgium. ICARE2026 Proceedings of 7th International Conference on Avian,
Herpetological, Exotic Mammal, Zoo and Wildlife Medicine, 253-253.

MILJKOVIC, J., T. HELLEBUYCK, F. SOLANES-VILANOVA, E. VERCRUYSSE
(2026): Exophthalmos associated with orbital sinus pathology in two green iguanas (Iguana
iguana). ICARE2026 Proceedings of 7th International Conference on Avian, Herpetological,
Exotic Mammal, Zoo and Wildlife Medicine, 261-261.

MILJKOVIC, J., V. PLICHTA, M. MAMIC, S. PINTARIC, A. VETERE, T. MATAUSIC,
D. BURICIC (2026): Multi-modal ophthalmologic evaluation of captive Indian star tortoises
(Geochelone elegans). ICARE2026 Proceedings of 7th International Conference on Avian,
Herpetological, Exotic Mammal, Zoo and Wildlife Medicine, 421-421.

PADEN, L., I. DELAS, J. MILJKOVIC, I. ZURA ZAJA, A. SHEK VUGROVECKI, D.
HORVATEK TOMIC, L. CAKIC, J. ALADROVIC (2021): Blood fatty acid composition of
corn snakes (Pantherophis guttatus) —a preliminary study. Proceedings of the 2nd International

Scientific and Professional Meeting on Reptiles and Exotic Animals “Reptilia”, 52-57.

PADEN, L., J. MILJKOVIC, A. SHEK VUGROVECKI, 1. ZURA ZAJA, J. ALADROVIC
(2023): Live animal-based teaching. ICEAS I1I Proceedings Book, 45-45.

PAVIC VULINOVIC, M., J. MILJKOVIC, A. SHEK VUGROVECKI, I. ZURA ZAJA

(2025): Unutarvrsna varijabilnost sastava zmijskog otrova. Hrvat. Vet. Vjesn. 33, 44-49.

PAVIC VULINOVIC, M., J. MILJKOVIC, 1. ZURA ZAJA, S. CURKOVIC, A. SHEK
VUGROVECKI (2024): The use of electrophoresis in snake venom research. Proceedings of
3rd International Scientific and Professional Meeting on Reptiles and Exotic Animals
“Reptilia”, 173-173.

PAVIC VULINOVIC, M., J. MILJKOVIC, I. ZURA ZAJA, S. CURKOVIC, A. SHEK
VUGROVECKI (2024): The use of electrophoresis in snake venom research. Proceedings of

124



3rd International Scientific and Professional Meeting on Reptiles and Exotic Animals
“Reptilia”, 173-173.

POPOVIC, K., J. MILJKOVIC, S. CIRKULAN, T. SALIKA, A. JAVOR, T. MATAUSIC,
A. SHEK VUGROVECKI, I. ZURA ZAJA, D. BPURICIC (2025): Assessment of body
condition and morphometric data of Indian star tortoises at three different locations in captivity.
Proceedings of the Zoo and Wildlife Health Conference 2025, 125-125.

POTEH, H., I. SMIT, Z. GOTTSTEIN, N. N. PARASCANDOLO, L. HANNAN, I. ZURA
ZAJA, A. SHEK VUGROVECKI, D. PURICIC, T. GOJAK, J. MILJKOVIC (2026):
Urinalysis in Indian star tortoises (Geochelone elegans): Preliminary reference values.
ICARE2026 Proceedings of 7th International Conference on Avian, Herpetological, Exotic
Mammal, Zoo and Wildlife Medicine, 420-420.

POTET, H., S. FARAGUNA, A. JAVOR, J. MILJKOVIC, D. BURICIC (2026): Secondary
nutritional hyperparathyroidism in a captive Chinese striped-neck turtle (Mauremys sinensis) —
a case report. Book of Abstracts of 11th International Congress Veterinary Science and
Profession, 98-98.

SHEK VUGROVECKI, A., J. MILJKOVIC, 1. ZURA ZAJA (2024): Prepoznavanje i
procjena stresa u gmazova. Zbornik sazetaka 2. ARTES konferencije o biodiverzitetu, divljim

1 egzoti¢nim zivotinjama, 17-18.

SHEK VUGROVECKI, A., J. MILJKOVIC, I. ZURA ZAJA, L. PADEN, D. SIKIC, T.
GOJAK, M. GLOGOSKI, D. LISICIC, S. A. BLAZEVIC, J. ALADROVIC (2024):
Antioxidant capacity and reactive oxygen metabolites in lizard (Podarcis siculus) skeletal
muscle tissues — preliminary results. Vet. Stanica 56, 57—609.

SHEK VUGROVECKI, A., J. MILJKOVIC, J. ALADROVIC, L. PADEN, D. SIKIC, T.
GOJAK, D. LISICIC, S. A. BLAZEVIC (2023): Oxidative stability of muscle tissue in a free-
living lizard Podarcis siculus from two different locations — a pilot study. 16th Annual Meeting

of Croatian Physiological Society with International Participation, 55-55.

SHEK VUGROVECK]I, A., J. MILJKOVIC, L. ALADROVIC, L. PADEN, J. PEJAKOVIC
HLEDE, S. MILINKOVIC TUR, S. FRUK, 1. ZURA ZAJA (2025): Integrating behavioural
physiology into veterinary education: a practical approach to enhancing student engagement
and understanding. ICEAS IV Proceedings Book, 43-43.

125



SHEK VUGROVECKI, A., J. MILJKOVIC, L. DEVCIC, 1. ZURA ZAJA (2025):
Characteristics of lizard blood cells. Animalia Exotica: Book of Abstracts, 20—20.

SHEK VUGROVECKI, A., J. MILJKOVIC, S. VINCE, N. POLJICAK MILAS, P.
PRGOMET, L. RODMAN, D. HORVATEK TOMIC, M. VILIC, M. RADIN, S. CIPCIC, A.
SLUGANOVIC (2021): Do different types of semi-aquatic turtles have morphometrically
different erythrocytes? Proceedings of the 2nd International Scientific and Professional
Meeting on Reptiles and Exotic Animals “Reptilia”, 154-154.

SHEK VUGROVECKI, A., J. MILJKOVIC, T. MATAUSIC, D. PURICIC, 1. ZURA ZAJA
(2025): Tail regeneration in Cuvier’s dwarf caiman (Paleosuchus palpebrosus): A case report.
Animalia Exotica: Book of Abstracts, 31-32.

SHEK VUGROVECKI, A., L. NEMANIC, J. MILJKOVIC, I. ZURA ZAJA (2024): Stres u

gmazova kuénih ljubimaca. Zdravlje Zivotinja 4, 129-134.

VILIC, M., I. ZURA ZAJA, A. SHEK VUGROVECKI, J. MILJKOVIC (2021):
Radiofrequency electromagnetic radiation and reptiles/amphibians. Proceedings of the 2nd

International Scientific and Professional Meeting on Reptiles and Exotic Animals “Reptilia”,

191-194.

VRBANIC, L, I. ZURA ZAJA, J. MILJKOVIC, A. SHEK VUGROVECKI (2025):
Usporedba manualnih i automatskih analiza krvne slike u veterinarskoj medicini. Zdravlje
Zivotinja 9, 138-143.

ZURA ZAJA, I, A. SHEK VUGROVECKI, J. MILJKOVIC, D. DURICIC, S.

MILINKOVIC TUR, N. POLJICAK MILAS, S. FRUK, S. VINCE (2025): Morphometry of
blood cells in amphibians and reptiles. Animalia Exotica: Book of Abstracts, 18—19.

ZURA ZAJA, L, J. MILJKOVIC, A. SHEK-VUGROVECKI (2023): Zasto su dodatci

prehrani u gmazova ku¢nih ljubimaca neophodni? Zdravlje Zivotinja 3, 84-809.

ZURA ZAJA, 1., J. MILJKOVIC, S. VINCE, N. POLJICAK MILAS, P. PRGOMET, L.
RODMAN, D. HORVATEK TOMIC, J. ALADROVIC, L. PADEN, M. VILIC, S.
MILINKOVIC TUR (2021): Gender differences in red blood cell morphometry parameters in
corn snakes (Pantherophis guttatus). Proceedings of the 2nd International Scientific and

Professional Meeting on Reptiles and Exotic Animals “Reptilia”, 161-161.

126



