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KRATICE

ALT - Alanin-aminotransferaza

AP-1 - aktivator proteina 1

AST — Aspartat-aminotransferaza

B.Ar — podrucje kosti

BS / TV — gusto¢a povrsine kosti

BV / TV — gustoca volumena kosti

BMD - kosStana mineralna gustoca (eng. bone mineral density)

CD - kontrolna dijeta, standarno hranjena skupina (eng. control diet)
CD - CD - standardno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki
CD - HFD - standardno hranjeni potomci od masno hranjenih majki
Ct.Th — debljina kortikalne kosti

CV/TV — ukupni volumen kortikalne kosti

DAB - 3,3'-diaminobenzidin

DOHaD model — podrijetlo razvoja zdravlja i bolesti (eng. Developmental origins of health
and disease)

HCC — hepatocelularni karcinom

H20: - vodikov peroksid

HFD — masna dijeta, skupina hranjena dijetom visokog udjela masnoce (eng. high fat diet)
HFD-CD - standardno hranjeni potomci od masno hranjenih majki
HFD-HFD — masno hranjeni potomci od masno hranjenih majki

HRP - peroksidaza iz hrena

IHC - imunohistokemija

IL-6 — Interleukin 6

IR — inzulinska rezistencija

ITM - indeks tjelesne mase (eng. body mass index BMI)

M-CSF - faktor stimulacije kolonije makrofaga

MMH - teorija slaganja i neslaganja (eng. match/mismatch hypothesis)
MS — metabolicki sindrom

NAFLD - nealkoholna masna bolest jetre (eng. non-alcoholic fatty liver disease)
NASH - nealkoholni steatohepatitis

NF-xB — inhibicija nuklearnog ¢imbenika kapa-B



OPG - osteoprotegerin

PAR - prediktivni adaptivni odgovor (eng. predictive adaptive response)

PBS - fizioloska otopina puferirana fosfatnim puferom

PPAR - receptor aktivacije proliferacije peroksisoma (eng. peroxisome proliferator activated
receptors)

Pm — opseg kompaktne ili kortikalne kosti

RANK - aktivator receptora za nuklearni faktor kB

RANKIL - receptorski aktivator za nuklearni faktor kB ligand

SMK - slobodne masne kiseline (eng. free fatty acid FFA)

T.Ar — podrucje spuzvaste ili trabekularne kosti

Tb.N — broj kostanih gredica

Th.Sp — razdvojenost kosStanih gredica

Tb.Th — debljina kostanih gredica

TLR4 — toll-like receptor 4

TNF-alpha — ¢imbenik nekroze tumora alfa (eng. tumor necrosis factor alpha)

WD - zapadna dijeta (eng. Western diet)
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1.UVOD

1.1. Pretilost

Pretilost je javnozdravstveni problem raSiren diljem svijeta s tendencijom drasticnog
povecanja tijekom posljednjih nekoliko desetlje¢a. Globalizacija, ubrzani nacin Zivota, stres,
slaba fizicka aktivnost i nepravilna prehrana poticu nakupljanje masnog tkiva Sto vodi k
pretjeranoj tjelesnoj tezini. Pretilost je vrlo kompleksna bolest koja se razvija pod utjecajem
genetickih 1 hormonalnih faktora, okoline 1 odredenih Zivotnih navika (1, 2). Povecani unos
visokokalori¢ne hrane bogate mastima uz manjak fizicke aktivnosti dovodi do poveéane
pohrane masti u adipocitima masnog tkiva $to uzrokuje hipertrofiju samih adipocita. Kod ljudi
s poviSenom tjelesnom tezinom dolazi do nakupljanja masti i u drugim organima kao Sto su
dijelovi lokomotornog sustava i organi poput jetre.

Prekomjerna debljina odreduje se kao indeks tjelesne mase (ITM) 25 < ITM < 30, a
pretilost kao ITM > 30. Tre¢em stupnju pretilosti pripadaju osobe s ITM-om ve¢im od 40 (3).

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO) procjenjuje da viSe od dvije milijarde odraslih
ljudi u svijetu ima prekomjernu tezinu, a jedna tre¢ina drzi se klini¢ki pretilom pa se, u
usporedbi s podatcima iz 1980. god., taj broj udvostrucio (4).

Podatci Hrvatskog zdravstvenog zavoda za javno zdravstvo (HZJZ) pokazali su da je 38,1%
stanovnika Republike Hrvatske tada imalo prekomjernu debljinu, a 20,3 % stanovnika je
pretilo. Prekomjernu debljinu imalo je procijenjenih 43,2 % muskaraca i 33,6 % Zena, a pretilo
je bilo 20,1 % muskaraca i 20,6 % Zena (5).

Alarmantan je porast debljine medu djecom (4, 5). ZabiljeZen je porast ucestalosti pretilosti
od 60% u populaciji predskolske djece u razdoblju od 1990. do 2010. god. (6). Ukoliko se takvi
podatci ne promijene, do 2020. god. u svijetu bi moglo biti 60 milijuna (9,1 %) pretile
predskolske djece (7). U Hrvatskoj je 23,1 % djece u dobi od 1. do 6. godina rizi¢no za razvoj
pretilosti, a 10,7 % ih je pretilo pri ¢emu nema znacajne razlike izmedu kontinentalnog i
priobalnog dijela zemlje (8). Primarna prevencija pretilosti zapravo zapocinje vec tijekom
prenatalnog razdoblja edukacijom trudnica o utjecaju porasta njihove tjelesne mase u periodu
trudnoce 1 laktacije na pojavu pretilosti kod djece (9).

Pretilost se odreduje kao nakupljanje vece koli¢ine masnog tkiva te je povezana s nizom
dodatnih poremecaja, ukljucujuc¢i povecan rizik od bolesti masne jetre koja nije uzrokovana

alkoholom (NAFLD), ateroskleroze, otpornosti na inzulin (IR), demencije, bolesti diSnog



sustava, pa ¢ak 1 neke vrste malignih bolesti (10, 11). Tako je povezanost razli€itih poremecaja
u metabolizmu bila poznata neko vrijeme, metabolicki sindrom prvi je put javno prikazao
Reaven 1988. god. i nazvao ga sindrom X (12).

Upravo zbog toga pretilost 1 svi poremecaji vezani uz nju predstavljaju ozbiljnu prijetnju

za sadasnje 1 buduce zdravlje populacije.

1.2. Masno tkivo

Masno tkivo, osim §to predstavlja znacajno skladiSte energije, ima odlike 1 vrlo
aktivnoga endokrinog organa koji lu¢i hormone adipocitokine (13). Osim $to su ukljuceni u
regulacijske signalne putove energetskog metabolizma, adipocitokini sudjeluju i u regulaciji
imuniteta, reprodukcije, kardiovaskularnih mehanizama, regulaciji razmnozavanja i rasta te
posredovanju sustavne upale. Adipocitokini mogu djelovati epigenetskim modifikacijama i na
adaptivne mehanizme energetskog metabolizma ploda koji konacno mogu rezultirati
usporavanjem intrauterinog rasta i/ili kasnijom pojavom metabolickoga sindroma u odrasloj
dobi (14). Povisen BMI i povisena adipoznost tijekom trudnoce povezani su s pretiloséu
potomaka (15).

Dvije su glavne vrste masnog tkiva — bijelo 1 smede — a u zadnje vrijeme neki autori
opisuju novootkriveno ruzic¢asto masno tkivo koje se pojavljuje samo kod zenki u periodu
trudnoce i laktacije (16).

Bijeli adipociti sadrze jednu veliku lipidnu kapljicu koja zauzima oko 90 % volumena
stanica. Jezgra je potisnuta uz periferiju stanice i s citoplazmom ¢ini vrlo tanak obru¢. Smedi
su adipociti manji od bijelih te njihova citoplazma sadrzi nekoliko kapljica lipida, okrugle i
brojne jezgre te veliku koli¢inu mitohondrija. Mitohondriji sadrze jedinstveni protein
mitochondrial uncoupling proteins 1 (UCPI) koji podrzava termogensku ulogu smedih
adipocita (17). Upravo razli¢ita morfologija bijelih 1 smedih adipocita ukazuje i na njihove
razli¢ite funkcionalne uloge: bijeli adipociti pohranjuju energiju (u obliku lipida) dok smedi
adipociti sagorjevaju lipide za proizvodnju topline (18). Bijelo masno tkivo rasporedeno je po
cijelom tijelu kao visceralno i supkutano. Visceralno tkivo (centralno ili abdominalno)
smjeSteno je oko unutarnjih organa i €ini oko 20 % ukupnog masnog tkiva. Supkutano
(potkozno) tkivo ¢ini oko 80 % 1 rasporedeno je dominantno u dvije glavne regije —

abdominalnoj i1 gluteofemoralnoj (19). Izmedu ta dva tkiva postoje znacajne razlike u



histoloskoj strukturi, u endokrinom profilu adipocita, aktivnosti lipolize te aktivnosti na inzulin
1 druge hormone. Nadalje, nedavna istrazivanja pokazala su da je perivaskularno masno tkivo
aktivni endokrini i parakrini organ koji je vazan izvor citokina i adipocitokina (20). Njihova
sekrecija najvise ovisi o stanju uhranjenosti i nacinu prehrane, ali nedavno se pokazalo da ovisi
1 0 epigenetskim promjenama genoma koji se odvijaju intrauterino, ovise¢i o prehrani majke
tijekom trudnoce.

Novootkriveno ruzi¢asto masno tkivo rasporedeno je u potkoznom masnom tkivu Zenki
za vrijeme trudnoce i laktacije te dolazi do promjene bijelog masnog tkiva u ruzi¢asto masno
tkivo ¢ija je funkcija proizvodnja i1 lucenje mlijeka. Prema najnovijim istrazivanjima tako
masno tkivo sudjeluje u formiranju mlijecne zlijezde (21). Saverio Cinti i sur. Zabiljezili su da
takva promjena ukljucuje uglavnom parenhim kroz razvoj lobulo-alveolarne Zljezdane strukture
koje luce mlijeko, a taj dinamican proces obicno se naziva alveologeneza (16). Ruzi¢asto masno
tkivo, osim mlije¢ne komponente, izluCuje i citokine IL-6, TNF-alpha i adipocitokine kao Sto
je leptin za koji se drzi da ima jo$ jednu vaznu ulogu u razvoju pretilosti kod djece (22, 23). Ti
podatci ukazuju na neposredan utjecaj majke i majCine ishrane za vrijeme laktacije na
potomstvo.

U patoloskim uvjetima pretilosti mijenja se endokrina uloga perivaskularnog masnog
tkiva. Smanjenjem lucenja adiponektina i IL-1 gubi se njegova protektivna uloga, kako
endokrina, tako i parakrina (24). Time se ujedno pojacava i lucenje proupalnih citokina, osobito
IL-6 1 TNF-alfa u perivaskularnom masnom tkivu (25). Lucenje adipocitokina iz
perivaskularnog masnog tkiva u pretilih osoba se mijenja, a ta promjena zavrSava razvojem

metabolickog sindroma (26, 27).

1.2.1. Uloga masnog tkiva u upalnim procesima kod pretilosti

Tijekom zadnjih 50 godina znanstvenici i fizi¢ari uvidjeli su jasne poveznice izmedu
metabolickih bolesti i sustavne upale. U kontekstu metabolickih bolesti mjesto upale, fizioloske
1 patoloske implikacije upalnog izvora ostaju nejasne do prije dvadesetak godina.

U to vrijeme Gokhan Hotamisligil i sur. otkrili su da pretilost poti¢e pojavu upalnih
citokina, npr. TNF-alfa u masnom tkivu glodavaca 1 ljudi (28). Osim toga, zabiljeZen porast
cirkuliraju¢eg TNF-alfe pripisuje se masnom tkivu i pretpostavlja se da upravo TNF-alfa

posreduje inzulinsku rezistenciju uzrokovanu pretilos¢u (29). To¢na uloga TNF-alfe ostaje



neodredena, a ostale skupine istarazivaca u pocetnim su istrazivanjima pokazali da pretilost
pokreze pojavu vise od 50 upalnih molekula u masnom tkivu (30). Daljnja istrazivanja pokazala
su da dolazi do dodatne proizvodnje upalnog citokina TNF-alfe u makrofazima u masnom tkivu
¢ija su pojava 1 cirkuliraju¢e razine pozitivno povezani s pretiloS¢u i obrnuto povezani s
gubitkom tjelesne tezine (31, 32). TNF-alfa ima brojne u¢inke u masnom tkivu koji ukljucuju
poticaj apoptoze (preadipocita i zrelih adipocita), smanjuje adipogenezu i povecava lipolizu
(33, 34). Potice signalnu kaskadu koja izaziva stani€nu apoptozu i regulira kljucne
transkripcijske ¢imbenike koji kontroliraju adipogenezu poput receptora aktivacije proliferacije
peroksisoma (PPAR) (35, 36) te tako odreduje i volumen masnog tkiva. Iako takvi ucinci
upujucu na to da povecana serumska koncenracija TNF-alfe moze biti korisna, njegova uloga
u pretilosti mnogo je sloZenija i pokazalo se da TNF-alfa poti¢e upalni odgovor i doprinosi
inzulinskoj rezistenciji koja je povezana s pretilos¢u (37). Koli¢ina TNF-alfe pozitivno je
povezana s inzulinskom rezistencijom, a Stakori kojima nedostaje TNF-alfa pokazuju smanjenje
koncentracije glukoze, inzulina i leptina (38). PoviSen TNF-alfa u pretilih subjekata potice
luCenje drugih upalnih citokina (poput IL-6) i smanjuje lucenje protuupalnih protektivnih
citokina (poput adiponektina) te tako regulira ukupno upalno stanje jedinke (39). Osim njegovih
metabolickih u¢inaka, TNF-alfa povezan je s razvojem ateroskleroze i hipertenzije (40 - 43).
Medutim IL-6 neobican je po tome §to je pravi endokrini citokin, §to znaci da je vecéina
njegovih stani¢nih meta udaljena od mjesta otpustanja (44). Istrazivanja o IL-6 ukazuju na
njegovu uzrocnu ulogu u razvoju metabolickog sindroma jer serumske koncentracije i
izrazenost u masnom tkivu te polimorfizam IL-6 pozitivno korelira s pretiloS¢u. Pokazano je da
IL-6 suzbija adipogenezu i luCenje adipocitokina (45, 46). In vitro istrazivanja pokazala su da
kod promatrane jednake koli¢ine masnog tkiva supkutano masnog tkivo proizvodi vise IL-6 od
visceralnog masnog tkiva (47). Premda je IL-6 visoko plejotropni citokin s hormonalnim
u¢inkom na mnoga tkiva (ovdje s posebnim naglaskom djelovanja na kostano tkivo i jetru),

znacajno djeluje na metabolicke ucinke sustavne upale koju uzrokuje sama pretilost.

1.3. Utjecaj majcine ishrane za vrijeme trudnoce 1 laktacije na razvoj pretilosti kod potomka

Genetski preduvjeti jedinki uvelike djeluju na razvoj pretilosti kao $to to €ini i ubrzan

nacin Zivota te stresne situacije (48). Utjecaj okoline u mladoj zivotnoj dobi imat ¢e velik utjecaj



(imprinting) na odraslu jedinku. Te epigenetske promjene i epigenetski utjecaj majke na
potomke zabiljeZeni su u mnogim znanstvenim radovima (14).

Za jednu od teorija odnosa majke i djeteta navodi se DOHaD model razvojnih osnova
zdravlja 1 bolesti s pretpostavkom da fetus Cini predvidljivu prilagodbu kao odgovor na
intrauterine znakove. Takva prilagodba rezultat je stalnih promjena u homeostatskom okruzenju
kao pomo¢ za bolji trenutni opstanak i poboljSani uspjeh u nepovoljnom postnatalnom
okruzenju (49 - 51). Neprikladno tumacenje prenatalnih znakova ili promjene tog okruzenja
mogu dovesti do neuskladenosti izmedu prenatalnog predvidanja i postnatalne stvarnosti. Te su
prilagodbe poznate kao prediktivni adaptivni odgovor (PARs) (52, 53) i mogu biti nepovoljne
u postnatalnom zivotu, dovodec¢i do povecanog rizika od kroni¢nih nezaraznih bolesti u odrasloj
dobi 1/ili nasljedivanja rizi¢nih ¢imbenika. Mnoga epidemioloska istrazivanja pokazala su da
su fetalna ogranicenja u rastu povezana s kasnijim razvojem bolesti ¢ime je fetalna ishrana
jedan od snaznih poticaja. Takva razmiSljanja potaknula su sve veéi broj istrazivanja na
zivotinjskim modelima s kontroliranim maj¢inim visokim/niskim unosom hrane u klju¢nom
razdoblju razvoja potomka. Kao rezultat toga prekomjerna tjelesna tezina i/ili pretilost u majki
jedan je od najCescih problema trudnoce u razvijenim zemljama (54 - 57). Zbog ucestale pojave
pretilosti u periodu trudnoce i dodatnog gestacijskog dijabetesa, trenutacno postoji veliko
zanimanje za razumijevanje Stetnog utjecaja majcine pretilosti i njezine prehrane s visokim
postotkom masti na rizik od bolesti u djecjoj dobi i kasnijoj dobi (58 - 64).

Prehrana majke za vrijeme trudnoce 1 laktacije moze djelovati na fenotip potomka gdje
su Takasaki M. 1 sur. 2011. god. zabiljezili da se metabolizam lipida potomaka moze mijenjati
ukoliko je majka hranjena dijetom s visokim postotkom masti. Ta je promjena zabiljezena i
nakon druge generacije (65). Hipoteza ,,Stedljivi fenotip® govori da prehrana majke tijekom
trudnoce 1 laktacije vodi k promjeni metabolizma 1 k razvoju odraslog fenotipa potomka koji ¢e
biti prilagoden istoj prehrani te tako majka priprema potomka na sli¢nu okolinu u kojoj ¢e se
potomak nac¢i nakon poroda (66). Fetalna pothranjenost vodi k promjeni metabolizma i k
razvoju odraslog fenotipa prilagodenog siromasnoj prehrani, no ako se potomak prehranjuje
hranom s visokim udjelom masnoce, tijekom zivota ima vece preduvjete za razvoj
metabolickog sindroma (67). Razni su modeli predlozeni u pokusajima da se bolje objasne
utjecaji majke na njezinog potomka kao Sto je teorija ,Stedljivi fenotip®, programiranje,
DOHaD model, PARs (prediktivni adaptivni odgovori) i teorija slaganja ili neslaganja
(match/mismatch) (68).

Prehranom uzrokovana pretilost kod Zivotinja patogenetski je jako sli¢na pretilosti kod

ljudi 1 ocitija je u istrazivanju bolesti povezanih s pretiloS¢u nego geneticki izazvana pretilost u
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zivotinjskog modela (69 - 71) pa je koristan model za istrazivanje pretilosti. Koli¢ina masti u
prehrani varira u razli¢itim istrazivanjma (25 % (71); 30 % (72); 33 % (73); 36 % (74-76); 60 %
(70, 77)), medutim kombinacija masnoca i proteina koja oponasa prehranu zapadnog drustva
(WD — Western diet) pokazala je porazavajuce rezultate (77-80). Pretilost u zapadnom drustvu
nezaustavljivo raste te se takva ishrana smatra odgovaraju¢im krivcem. Istrazivanja masne
prehrane kod majke (u trenutnom istrazivanju WD) klinicki je relevantna i nudi dobre
smjernice u rjesavanju tog problema.

Ovo istrazivanje osmisljeno je da bi se istrazili u¢inci maj¢ine prehrane masnom dijetom
tijekom trudnoce i laktacije na fenotip muskih potomaka u zrelijoj dobi hranjenih standarnom
ili masnom prehranom u postnatalnom razdoblju. Jedan od pokazatelja moguce posljedice
prehrane bogate mastima bit ¢e razine citokina i njihov utjecaj na kosStani sustav i parenhim

jetre.

1.4. Masno tkivo 1 koStani sustav

Kost je potporno tkivo i dio lokomotornog sustava, spremnik kalcija i fosfata, mjesto
primarne hematopoeze koje dinamicno sudjeluje pri izmjeni tvari kroz krvotok (81, 82). Kost
se prema novijim istrazivanjima nalazi na samom pritisku imunoloskog sustava s obzirom na
to da stanice specificne imunosti stvaraju protein koji poti¢e kostanu razgradnju (83). U
organima koStanog sustava kortikalna ili kompaktna kost ¢ini ,,okvir unutar kojeg je smjestena
trabekularna ili spuzvasta kost. Duge kosti izgradene su od 95 % kompaktne kosti, a preostalih
5% ¢ini spuzvasta kost. Spuzvasta kost ve¢im dijelom izgraduje krajeve dugih kostiju, kraljeske
te plosnate kosti. lako ima Cetverostruko manju koStanu masu, spuzvasta kost zauzima dva puta
vecu povrsinu od kompaktne kosti. Izgradena je od koStanih gredica horizontalnog i vertikalnog
smjera pruzanja. Funkcija je spuzvaste kosti u prenosenju biomehanickog opterecenja na
zglobove i pruzanje otpora silama tlaka te prilagodba na mehanicka opterecenja (84). Svojom
gradom ¢ini trodimenzionalnu strukturu koja moze apsorbirati energiju i oduprijeti se silama
tlaka bez opasnosti od napuknuca (85). Gradu spuzvaste kosti najbolje opisuju kostani obujam
1 strukturni parametri. U strukturne parametre ubrajamo: broj kosStanih gredica, debljinu i
orijentaciju koStanih gredica, gustocu povezanosti gredica, stupanj anizotropnosti koStanih

gredica 1 razmak medu koStanim gredicama. Iz vrijednosti navedenih parametara moguce je



indirektno promatrati kvalitetu kosti. Obujam spuzvaste kosti (BV/TV) najbolje predvida jakost
kosti, 1 to posebno kada je rije¢ o slabinskom kraljesku (86).

Najbolji rezultati postizu se kada se pri analizi uzorka kosti, uz kostani obujam, uzmu u
obzir 1 strukturni parametri jer se tada mogu uociti promjene koje utjecu na jakost spuzvaste
kosti (87). U odrzavanju biomehani¢ke kompetencije spuzvaste kosti, posebno kada je rije¢ o
kraljesku, vaznu ulogu imaju poprecne gredice koje povezuju vertikalne koStane elemente u
jedinstvenu trodimenzionalnu mrezu. Od brojnih promjena koje zahvacaju spuzvastu kost
tijekom starenja, gubitak debljine koStanih gredica ne utjeCe na jakost kosti dok gubitak broja
kostanih gredica znac¢ajno oslabljuje kost (87, 88).

Istrazivaci pretpostavljaju da je deficit kosti koji nastaje zbog stanjenih gredica
reverzibilan te da se jakost kosti moze u potpunosti oporaviti kompenzatornim zadebljanjem
tih istih kostanih gredica. Deficit koStane mase nastao zbog gubitka koStanih elemenata
posljedi¢no ima trajno promijenjenu jakost kosti koja se moze samo djelomicno oporaviti
zadebljanjem preostalih kostanih gredica (89). Promjene debljine kompaktne kosti utjeCu na
njezinu kvalitetu. KraljeSci imaju tanak kompaktan okvir unutar kojeg spuzvasta kost nosi
vec¢inu opterecenja. Poroznost 1 promjena debljine kompaktne kosti utjeCu na biomehanicku
sposobnost kraljeznice (90).

Na molekularnoj razini kost je dinami¢an organ koji kontinuirano prolazi znacajnu
pregradnju, proces koji se naziva modeliranje/remodeliranje, a ukljucuje koStanu resorpciju
osteoklastima i formiranje osteoblastima (91). KoStana masa u danom trenutku odrzava
ravnotezu izmedu stvaranja i razgradnje koStanog tkiva. Broj i aktivnost osteoblasta s godinama
opada, a broj osteoklasta povecan je kao i aktivnost vezana uz starenje (92, 93). Prikupljeni
podatci pokazuju da pretilost Steti zdravlju kostiju unato¢ moguéim pozitivnim ucéincima
mehani¢kog djelovanja povecane tjelesne tezine na kost (94 - 97). Mehanicko opterecenje
potice oblikovanje koStanog tkiva tako da smanjuje apoptozu i povecava proliferaciju i
diferencijaciju osteoblasta i osteocita putem Wnt/b — nin signalnog puta (98, 99). Mehanicko
opterecenje zbog djelovanja tjelesne tezine razlog je pretpostavke da bi pretilost mogla sprijeciti
gubitak kostane mase (100). Nedavna istrazivanja pokazala su da prekomjerna tezina ne moze
zastititi ljude od osteoporoze kao Sto se mislilo, nego da je prekomjerno nakupljanje masnoce
u pretilosti u suodnosu s manjim ukupnim mineralnim sadrzajem 1 manjom gusto¢om kosti
(101 - 103). Prekomjerna tjelesna tezina moZze biti povezana s ve¢im rizikom od loma kostiju.
Primjer je jedno kontrolirano istrazivanje od 60 pacijenata s prijelomima kod ispitanika u dobi
od 3 do 19 godina gdje je velika gojaznost bila povezana s povecanim rizikom distalnog

prijeloma podlaktice (104).



1.4.1. Upalno djelovanje citokina na pregradnju koStanog tkiva

Danasnje spoznaje ukazuju na to da osteoblasti reguliraju popunjavanje i djelovanje
osteoklasta kroz ekspresiju RANKL-a i OPG-a. RANKL je izraZzen na povrSini osteoblasta i
stromalnih stanica 1 vezuje se na receptor. RANKL na povrSini hematopoetskih progenitornih
stanica potice diferencijaciju osteoklasta i dozrijevanje u prisutnosti ¢imbenika stimulacije
kolonije makrofaga (M-CSF). Aktivator receptora (OPG) koji izluCuju osteoblasti veze
RANKL da bi sprijeCio njegovo aktiviranje ¢ime se sprecava diferencijacija i aktivacija
osteoklasta (105, 106). Istrazivanja ukazuju na to da je povecana aktivnost osteoklasta i
povecana resorpcija kosti kod Zene u postmenopauzi u pozitivnoj korelaciji s pojac¢anom
regulacijom i aktivacijom RANKL-a (92, 107) (Slika 1.1.).

Proupalni citokini, uklju¢uju¢i TNF-alfu, IL-1 1 IL-6, klju¢ni su posrednici u procesu
diferencijacije osteoklasta i resorpciji kosStanog tkiva. Kroni¢na upala i povecani proupalni
citokini izazivaju resorpciju kosti i gubitak kostane mase kod pacijenata s parodontitisom (108),
izazivaju pankreatitis (108), upalnu bolest crijeva (109) i reumatoidni artritis (110). Utvrdeno
je da su regulirajuci proupalni citokini primarni posrednici osteopenije ili osteoporoze. Ubrzani
gubitak kosti u menopauzi povezan je s povecanom proizvodnjom proupalnih citokina,
ukljucuju¢i TNF-alfu, IL-1, IL-6 (111). Proupalni citokini sposobni su poticati aktivnost
osteoklasta utjecajem na RANKL / RANK / OPG-ov put (112).

Kod leptin — deficijentnih (ob/ob) miSeva, koji su koriSteni kao model pretilosti, tezina
je dvostruko veca od one normalnih miSeva, ali je manja mineralna gustoca bedrene kosti 1
debljina kortikalne kosti te je manji volumen spuzvaste kosti (113). Pozitivan utjecaj
mehanickog optere¢enja poveéanom tjelesnom tezinom nije mogao prevladati Stetan ucinak
nedostatka leptina (ili eventualno pretilosti) na kosti kod tih miSeva. Rezultati istraZivanja
ukazuju na to da je za zdravlje kostiju, osim ¢imbenika tjelesne tezine, kljucan i upalni proces
koji se javlja kod pretilosti.

lako je istrazivanje pretilosti na Zzivotinjskom modelu pokazalo negativne ucinke
pretilosti na metabolizam kostiju, istrazivanja na humanim uzorcima i dalje su sporna. Pretilost
u ljudi slozeno je pitanje koje opcenito ukljucuje i pretjeranu potroSnju hranjivih tvari kao $to
su proteini 1 minerali 1 za koje se zna da utjeCu na metabolizam kosti (114). Podatci u¢inka
pretilosti na zdravlje kostiju kod ljudi viSe su temeljeni na statistickoj korelaciji ili modeliranju

nego na kontroliranom pracenju. Dakle, kontrolirana istrazivanja pretilosti na Zivotinjskom



modelu i dalje se upotrebljavaju za detaljno analiziranje svih koraka mehanizama remodeliranja
kostanoga tkiva i toga kako prekomjerno nakupljanje masnog tkiva utjeCe na metabolizam
kosti. KoriStenje modela pretilosti kod miSeva pokazalo je da su se kod miSeva hranjenih
dijetom s visokim udjelom masnoce (45 % kalorijske vrijednosti dolazi iz zasi¢enih masnih
kiselina) tijekom Cetrnaest (14) tjedana smanjili volumen spuzvaste kosti i broj kostanih gredica
u proksimalnoj tibiji unato¢ znatnom povecanju tjelesne mase i markera formiranja kosti (115).
Takve strukturne promjene takoder su zamijecene i pri povecanju serumske razine leptina,
razine RANKL-a 1 ekspresije OPG-a u kulturi osteoblasta (116). Model pretilih Zivotinja
hranjenih visokim om masnoce pokazuje povecano nakupljanje masnog tkiva u kostanoj srzi
popraceno smanjenom koStanom mineralnom gustoCom u razli¢itim dijelovima kostura
regulirano IL-6 i TNF-alfom (117). Drugi istrazivaci zabiljezili su i povecanu aktivnost
osteoklasta 1 upalnih citokina, a smanjenu ekspresiju proupalnog citokina IL-10 u maktofazima
kostane srzi pretilih Zivotinja (118 - 120). Masne stanice koStane srzi tako izravno utjecu na

hematopoetske stanice, pretece stanica osteoblasta (Slika 1.1.) (121).
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Metabolizam kostiju reguliran je adipocitima, osteoblastima i1 osteoklastima. Nakupljanje
masnog tkiva usko je vezano za formiranje kostiju i njihov razgradnju. Osteoklasti 1 adipociti
izvedeni su iz zajedni¢kih mezenhimalnih stanica. Masne stanice izlucuju nekoliko citokina kao
Sto su TNF-alfa (¢imbenik nekroze tumora alfa), IL-6 (interleukin - 6), adiponektin i leptin, koji
su sposobni utjecati na nastanak osteoklasta kroz RANKL/RANK/OPG-ov put (receptorski
aktivator za nuklearni faktor faktor kB ligant /osteoprotegerin).

(izvor: autorsko djelo, uz pomoc¢ doc. dr. sc. Hrvoje Brkéa, Katedra za biofiziku i1 radiologiju
Medicinskog fakulteta u Osijeku)

Pretilost moZe utjecati na metabolizam kostiju, izravno ili neizravno, kroz izluc¢ivanje
adipocitokina kao Sto su leptin i adiponektin. PoviSena tjelesna tezina povezana je sa znacajnim
povecanjem leptina u serumu (122, 123) i smanjenjem adiponektina (124). Djelovanje leptina,
kako se ¢ini, ima pozitivnu (125, 126) i negativnu stranu (127, 128) u¢inka na kost. Cini se da
njegovo djelovanje moze ovisiti o trenutacnoj serumskoj koncentraciji leptina i nacinu
aktivacije (sredi$nji ili periferni ucinci). Povecana proizvodnja leptina, kao Sto se vidi kod
pretilih Zivotinjskih modela, moZe imati negativne u¢inke na metabolizam kostiju (129).
Adiponektin je drugi adipocitokin koji lu¢e masne stanice i djeluje protuupalno (130). Utvrdeno
je kod zivotinjskog modela da adiponektin inhibira stvaranje osteoklasta, poti¢e smanjenje
resorpcije kosti 1 povecava koStanu masu (131, 132).

Naposljetku, pokazano je da dijeta s visokim udjelom masnoce (koja je Cest uzrok
pretilosti) ometa crijevnu apsorpciju kalcija. Slobodne masne kiseline mogu sudjelovati u
stvaranju neapsorbirajuéeg, netopivog oblika kalcija i time pridonositi njegovoj niskoj
apsorpciji (133-135), a protektivni ucinci kalcija na metabolizam koStanog tkiva dobro su

poznati (136).

1.4.3. Utjecaj majcine ishrane i postnatalne dijete na kostani sustav

Na metabolizam kosti sustavno utje¢u hormonski, genetski i okolisni ¢imbenici, a odnos
izmedu koStanog metabolizma 1 pretilosti istrazen je u brojnim eksperimentalnim i klinickim
istrazivanjima (137 - 140). Osim toga, osteoblasti i adipociti imaju zajednicku ishodisnu
mezenhimalnu stanicu, $to znaci da promjene tijekom diferencijacije jednog tipa stanica u

kostanoj srzi mogu uzrokovati promjene u diferencijaciji drugog stani¢nog tipa (141).
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Majcina prehrana jedan je od ranih i vaznijih ¢imbenika koji utjecu na razvoj kostanog
sustava u potomaka. Skupina istraziva¢a vodenih Lanhamom ispitivali su kvalitetu i razvoj
kosti u potomaka masno hranjenih majki te su zakljucili da povecani unos hrane tijekom
trudnoce 1 laktacije ima utjecaj na razvoj kosti u potomaka zbog povecanog skladiStenja
masnoga tkiva te njegovog epigenetskog utjecaja (142).

Povecano skladiStenje masnog tkiva u koStanoj srzi ima sposobnost poticanja
izlu¢ivanja citokina koji u pretilosti kao stanju ,,sterilne upale* utjecu na kostanu pregradnju.
Do smanjene koStane mase kod jedinki povisene tjelesne tezine moze do¢i zbog povecanja
stvaranja masnog tkiva u koStanoj srzi nauStrp stvaranja osteoblasta i/ili osteoklasta pod
utjecajem proupalnih citokina. Takoder, do smanjene koStane mase moze do¢i zbog i/ili
prekomjernog izlu¢ivanja leptina, smanjene proizvodnje adiponektina i/ili smanjene apsorpcije
kalcija povezane s unosom visokog udjela masnoce (143, 144).

Uz nekolicinu znanstvenih radova koji govore o pozitivnim uc¢incima mehanickog
djelovanja povecanjem tjelesne tezine (100, 145, 146), vazno je uociti kako zbog pretilosti
dolazi do smanjenja koStane mase.

Razumijevanje odnosa izmedu pretilosti i metabolizma kostiju moze pomodéi u
odredivanju novih nacina stvaranja osteoblasta blokiranjem stvaranja masnog tkiva i/ili
smanjenjem stvaranja osteoklasta na molekularnoj razini. Naposljetku, te spoznaje mogle bi
voditi k razvoju novih terapijskih intervencija s ciljem spre¢avanja pretilosti i osteoporoze.
Upoznavanjem s ranim uzrokom problema i utjecajem majc¢ine ishrane i postnatalne ishrane na

metabolizam koStanog tkiva otvara se put novim istrazivanjima te problematike.

1.5. Masno tkivo i jetra

Najcesc¢a kroni¢na bolest jetre zapadne populacije, a usko povezana s metabolickim
sindromom, jest nealkoholna masna bolest jetre (147, 148). Javlja se kod ljudi koji ne
konzumiraju vece koli¢ine alkohola, a moze se pokazati kao masna jetra. NAFLD je bolest
prekomjernog nakupljanja masti u jetri i predstavlja stanje koje se sastoji od jednostavne
steatoze (SS, makrovezikularna steatoza u hepatocitima bez upale), nealkoholnog
steatohepatitisa (NASH, makrovezikularna steatoza u hepatocitima zajedno s upalom i

fibrozom) i ciroze. Nakupljanje masti u hepatocitima moze biti reverzibilno, dakle prolazno 1
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benigno, ¢ak i1 bez klini¢kih simptoma (jednostavna steatoza (SS)) (149). Nastanak tog
oboljenja nije joS u potpunosti objaSnjen, ali je dokazana upalna uloga masnog tkiva u
patogenezi steatohepatitisa kako kod pretilih, tako i kod mrSavih oboljelih jedinki (150).
NAFLD je najcesc¢i oblik kroni¢ne bolesti jetre u pedijatrijskoj populaciji s tendencijom
rasta (151 - 153). Ipak, promjene hepatocita, osobito kod pretilih osoba, ¢ine te stanice
osjetljivima na daljnja oStecenja pa mogu izazvati i njihovu apoptozu. Pri takvoj upali dolazi
do infiltracije jetre makrofazima koji, izlu¢ivanjem citokina (pretezito TNF-alfa i IL-6),
pokrecu upalne promjene. Nekolicina znanstvenih radova upucuje na izlu¢ivanje adipocitokina,
derivata masnih stanica koji, uz makrofage, poticu upalnu promjenu prema NASH-u (154, 155).
Konac¢no, zbog moguce dodatne aktivacije Kupfferovih i Itovih stanica dolazi do ciroze
jetre 1 smrti (156 - 160). Budu¢i da je pretilost u djecjoj dobi rastu¢i problem, pedijatrijska
nealkoholna masna bolest jetre brzo je postala jedan od najznacajnijih kroni¢nih bolesti jetre
kod djece. Povecana pozornost na tu bolest, prevencija i brzo postavljanje dijagnoze svakako

mogu doprinijeti boljem lijeCenju i smanjenu stope oboljelih (161, 162).

1.5.3. Upalno djelovanje citokina na jetru

Na zZivotinjskom je modelu utvrdeno da TNF-alfa ima vaznu ulogu u pretilosti te je
pokazano da je razina TNF-alfe u krvi povezana s mitohondrijskom disfunkcijom jetre koja
potice razvoj] NAFLD-a u NASH-u (163). Povecana proizvodnja TNF-alfe u jetri ima ulogu u
patologiji masne jetre gdje su vrijednosti mRNA TNF-alfe i TNF receptora 1 povecane kod
bolesnika s NASH-om (164). Stvaranje TNF-alfe dalje inducira de novo lipogenezom u
hepatocitima $to dovodi do nakupljanja lipida. U slucaju prekida sinalizacije TNF-alfe, bilo
farmakoloski ili genetski, dokumentirano je smanjeno nakupljanje lipida (165). Sukladno
rezultatima iz dosadaSnjih istrazivanja moze se rec¢i da je TNF-alfa jedan od klju¢nih ¢imbenika
za stvaranje masne jetre.

Drugi citokini i adipokini kao $to su IL-6 i adiponektin takoder su pokazali znacajnu
ulogu u razvoju masne jetre. UoCene su povisene serumske razine IL-6 kod zivotinja i bolesnika
s NAFLD-om i bolestima masne jetre uzrokovane alkoholom (166, 167). Stovise, za IL-6
nedavno je otkriveno da regulira mehanizmom razvoja NAFLD-a kod dvaju odredenih misjih
modela masne jetre (168). Povisena vrijednost IL-6 kod ljudi s NAFLD-om bila je zabiljeZzena

u hepatocitima i Kupfferovim stanicama, a razine su pozitivno korelirale s razvojem upalne
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aktivnosti 1 stupanjem fiboze (169). lako su prethodna istrazivanja ukazivala na to da IL-6 u
jetri uglavnom ima antiapoptotsko djelovanje i time poboljSava regeneraciju jetre (170 - 173),
dokazano je da kroni¢na izloZenost IL-6 ukida protektivni ucinak, senzibilizira jetru i dovodi
do apoptoze (174 - 177). lako se drzalo da su masne stanice glavni izvor cirkuliraju¢eg IL-6
(178), utvrdeno je da i hepatociti mogu luciti IL-6 kao i druge proupalne citokine poput TNF-
alfe (179, 180). Nadalje, nekoliko in vitro 1 in vivo istrazivanja pokazala su da je jetra glavna
meta IL-6 koji inhibira signalizaciju inzulina §to rezultira pove¢anom glukoneogenezom jetre,
naknadno hiperglikemijom i kompenzacijskom hiperinzulinemijom (181). Na tom tragu, jedno
je istrazivanje pokazalo da kod miSeva selektivna vrijednost IL-6 u hepatocitima zavrSava
paralelno povecanim IL-6 u plazmi te je dovoljna da inducira sistemsku IR (168). Osim toga,
kod bolesnika s NAFLD-om vrijednost IL-6 u jetri usko je povezana i s razinama cirkuliraju¢eg
IL-6 (169, 182).

Trenutacno ne postoji lijek koji je dokazano ucinkovit za lijeCenje NASH-a. S obzirom
na to da citokini imaju kljuénu ulogu u patogenezi masne jetre, medicinska terapija usmjerena
na njihovu modulaciju mozda bi omogucila bolje lijecenje pacijenata s tim klinickim stanjem.
Primjena TNF-alfe inhibitora obecavaju¢a je kod zivotinjskih modela (165) i kod manjih
ljudskih pilot istrazivanja (183, 184). No pritom valja biti izrazito oprezan zbog djelovanja
spomenutih citokina na druge organe i regulaciju upalnih procesa u organizmu.

Pravilna maj¢ina ishrana jedan je od nacina prevencije razvoja masne jetre u tako ranom
stadiju. Prehrana majki koja sadrzava visoki udio masnoca u trudno¢i i laktaciji uvelike utjece

na razvoj masne jetre u potomaka, a koja nije uzrokovana alkoholom (185 - 188).
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Slika 1.2. Utjecaj visceralnog masnog tkiva na razvoj masne jetre

Masno tkivo ima sposobnost izlu¢ivanja nekoliko citokina koji mogu djelovati upalno na razvoj
bolesti masne jetre koja nije uzrokovane alkoholom — NAFLD (¢imbenik nekroze tumora alfa
— TNF-alfa, rezistin, visfatin, leptin) i protektivno (adiponektin). Povecanjem indexa tjelesne
mase povecava se volumen adipocita, izlucuje se velika koli¢ina slobodnih masnih kiselina,
potice se upalni odgovor preko citokina koji progresivno djeluju na razvoj bolesti masne jetre
od jednostavne steatoze preko nealkoholnog steatohepatitisa— NASH-a — sve do ciroze i
hepatocelularnog karcinoma (HCC).

(izvor: autorsko djelo, uz pomo¢ doc. dr.sc. Hrvoje Brkca, Katedra za fiziku Medicinskog
fakulteta u Osijeku)

1.6. Obrazlozenje koristenja zivotinjskog modela u ovom istrazivanju

Kroni¢ne bolesti poput pretilosti, dijabetesa i1 hipertenzije, zajedno poznate kao
metabolicki sindrom, uzrokuju povecanje morbiditeta i mortaliteta u ljudi. Njihova pojavnost
upucuje na vaznost takvog istrazivanja i analizu strategija lijeCenja metabolickog sindroma.

Prili¢no je tesko kod ljudi odrediti relativni utjecaj pretilosti tijekom kriti¢nog perioda razvoja,
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a prospektivna istrazivanja teSko su kontolirana i zahtjevna. Vazni geneticki 1 okoliSni utjecaji
na razvoj pretilosti dodatno kompliciraju takva istrazivanja zbog teskoc¢e u pracenju tih ljudi.
Ona zahtijevaju odrzive Zivotinjske modele koji u¢inkovito preslikavaju sve aspekte ljudske
bolesti. Mnogo su godina glodavci koriSteni za modele ljudske bolesti jer dobro preslikavaju
fizioloSke promjene kod ljudi (189, 190), pogodni su za evaluaciju potencijalnih nacina
lijecenja ili upravljanja ljudskom pretilosti i povezanog metabolickog sindroma (69, 191).
Fizioloski putovi, ukljucujuéi regulaciju apetita, visoko su ocuvani kroz vrste sisavaca, stoga
informacija dobivena kod glodavaca ima vaznost i za ljude. Druga velika korist uporabe
neljudske vrste jest moguénost rigoroznog kontroliranja prehrane 1 drugih vaznih okoliS$nih
ucinaka koji utjecu na pretilost.

Stakorski model pretilosti uzrokovane visokokaloriénom prehranom trebao bi bolje
objasniti patofiziologiju vecine ljudskih pretilih pacijenata nego geneticki modificiran model s
isklju¢enim genom za leptin. Geneticki modificirani model moze predstavljati defekte u
signalizaciji leptina i s tim povezane patoloske promjene (75) jer se upravo spomenuti prvi
oslanja na geneticke promjene u induciranju simptoma pretilosti (192, 193).

Dob Zivotinja moze biti kriti¢na u oblikovanju i analizi neurobioloskih istrazivanja $to
se ne bi smjelo previdjeti u neuroznanosti (194). Prvih 12 dana laktacijskog perioda kod Stakora
jednak je tre¢em tromjesecju ljudske gestacije (195), a cerebralni korteks 12-13 dana starog
Stakora jednak je novorodenéetovom u odnosu na stupanj sazrijevanja (196). Stakori dosegnu
seksualnu zrelost oko pedesetog dana zivota (195).

Masna prehrana majke tijekom gestacije 1 laktacije moze predodrediti potomke
glodavca na hipotalamic¢ke promjene koje mogu utjecati na regulaciju apetita i tjelesne tezine
tijekom vremena (197 - 199). Masna prehrana majke i potomka nakon dojenja, kako kod
Stakora, tako 1 kod ljudi, uzrokuju metabolicke promjene (200 - 203). Majcina kroni¢na
konzumacija masne hrane ili masna prehrana potomka poslije dojenja u normalnih glodavaca
nudi ucinkoviti pretili model glodavca koji preslikava ljudsku pretilost i metabolicki sindrom

pa je kao takav potencijal i za testiranje terapijskih intervencija.

15



2. HIPOTEZA

Prehrana majki tijekom trudnoce i laktacije te prelazak muskih potomaka Stakora na
drugi rezim prehrane utjece na koncentraciju upalnih citokina u krvi i izrazenost TNF-alfa u
kostanom tkivu i u parenhimu jetre. Promjene u rezimu prehrane izazvat ¢e promjene u obujmu

1 strukturi petog slabinskog kraljeska 1 jetrenog parenhima.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

e Ispitati promjene tjelesne tezine kroz tjedne, ITM i udio mase promatranih organa u
odnosu na tjelesnu tezinu kod zadanih skupina ovisno o postnatalnoj prehrani muskih
potomaka Stakora i maj€inoj ishrani za vrijeme trudnoce i laktacije.

e [spitati razlike serumske koncentracije kolesterola 1 triglicerida, AST-a 1 ALT-a kod
zadanih skupina muskih potomaka Stakora ovisno o postnatalnoj prehrani 1 maj¢inoj
ishrani za vrijeme trudnoce 1 laktacije.

e Ispitati razlike serumske koncentracije cirkulirajuc¢ih citokina IL-6 i TNF-alfe kod
zadanih skupina muskih potomaka Stakora ovisno o postnatalnoj prehrani 1 maj¢inoj
ishrani za vrijeme trudnoce i laktacije.

e Ispitati razlike u vrijednosti koStanog obujma i strukture petog slabinskog kraljeska kod
zadanih skupina muskih potomaka Stakora ovisno o postnatalnoj prehrani i maj¢inoj
ishrani za vrijeme trudnoce i laktacije.

e Ispitati razlike u intenzitetu imunohistokemijskog obojenja na TNF-alfe na petom
slabinskom kraljesku ovisno o izmjeni intrauterine i postnatalne ishrane kod muskih
potomaka Stakora

e Ispitati povezanost izmedu vrijednosti imunohistokemijskog obojenja na TNF-alfi u
kostanoj srzi 1 promjene morfologije strukture i obujma petog slabinskog kraljeska kod
zadanih skupina muskih potomaka Stakora ovisno o postnatalnoj prehrani i maj¢inoj
ishrani za vrijeme trudnoce i laktacije.

e Ispitati razlike u stupnju oSteCenja parenhima jetre kod zadanih skupina muskih
potomaka Stakora ovisno o postnatalnoj prehrani i maj¢inoj ishrani za vrijeme trudnoce
1 laktacije.

e [spitati razlike u intenzitetu imunohistokemijskog obojenja na TNF-alfi u parenhimu
jetre kod zadanih skupina muskih potomaka Stakora ovisno o postnatalnoj prehrani i

majcinoj ishrani za vrijeme trudnoce i laktacije.
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4. MATERIJAL I METODE

4.1. Ustroj istraZivanja

Deset zenki Sprague Dawley Stakora od devet tjedana starosti nasumicno je podijeljeno
u dvije skupine. Tijekom Sest tjedana jedna skupina bila je hranjena standardnom
laboratorijskom hranom (Mucedolla, Italija) (CD skupina; n = 5), a druga skupina hranom
bogatom zasiéenim masnim kiselinama; Zito d.o.o., Hrvatska) (HFD skupina; n = 5) (Tablica
4.1.).

U koordinaciji s prehrambenim tehnologom Tomislavom Ivankovi¢em iz tvrtke Zito
d.o.o. osmisljena je smjesa za masnu dijetu, proizvedena je u kontroliranim uvjetima slijedeci
upute o laboratorijskoj hrani koja se provodi u sklopu istrazivanja na laboratorijskim
zivotinjama, a u skladu sa zakonima EU 1 Republike Hrvatske (204).

Smjesa je osmiSljena po uzoru na prehrambeni model zapadnih zemalja gdje je
zabiljezen alarmantni porast pretilosti, gdje 60 % od ukupnih kilokalorija otpada na masti (28 %
ukupnih sirovih masti). Sojino ulje kod kontrolne skupine sadrzi 78 % nezasi¢enih masnih
kiselina, palmino ulje pridodano masnoj dijeti sadrzi najmanje 50 % zasi¢enih masnih kiselina.
Zbog preteznog sadrzaja zasi¢enih masnih kiselina masne dijete (HFD skupine), osobito
palmitinske (zasi¢ene masne kiseline), istraZivanja su pokazala da u veé¢im koli¢inama
povecavaju rizik razvoja metabolickog sindroma u zivotinjskim i humanim studijama
(205 - 207). Zabiljezene su 1 velike razlike utjecaja masne prehrane po spolu (208) pa je i to
jedan od razloga Sto je statistiCka analizi strazivanja provedena isklju¢ivo na muskim

jedinkama.

Tablica 4.1. Sastav hrane u standardnoj laboratoriskoj dijeti 1 dijeti bogatoj zasi¢enim masnim

kiselinama
Udio vrste namirnica u dijeti
*CD +HFD
Vrsta namirnice (kcal /100g) <14tjedan > 14tjedna
Zitarice (378 kcal) 53,7 66,5 30
Proteini Zivotinjskog porijekla (410 kcal) 4,7 3,5 27,2
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Proteini biljnog porijekla (sojino brasno, kvasac)

(147 kcal) 30,5 18,2

Masti (sojino ulje) (763 kcal) 1,4 0,4 128
Mjesavina vitamina i minerala 4,1 32 39
Stoc¢na hrana (86 kcal) 3,0 7.5 9,7
Aminokiseline 0,1 0,1 0,1

* CD dijeta (kontrolna dijeta, standardna laboratorijska dijeta)
1 HFD dijeta (dijeta bogata mastima)
1 masnoce u obliku palminog ulja

U dobi od navrSenih 15 tjedana Stakorice obje skupine bile su parene s istim muzjakom
da bi se smanjila genetska razli¢itost potomaka i da se tako omoguci proucavanje nezavisnih
ucinaka intrauterine i postnatalne promijenjene prehrane. Nakon tri tjedna gravidnosti i perioda
laktacije u trajanju od treceg tjedna muski potomci kontrolne majke (CD) i majke hranjene
masnom ishranom (HFD) nasumic¢no su podijeljeni u Cetiri skupine s razli¢itim protokolom

prehrane:

a) CD-CD (standardno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki, n = 6),
b) CD-HFD (masno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki, n = 6),
c) HFD-CD (standardno hranjeni potomci od masno hranjenih majki, n =6) 1

d) HFD-HFD (masno hranjeni potomci od masno hranjenih majki, n = 6).

9 tjedana 10 stakorica

) |

6 tjedana CD (n=5) HFD (n=5)

11 tjedana [ C‘D-C‘JID (n=6) ] [ CD-HFD (In=6) ] [ HFD-C;) (n=6) ] [ HFD-HF'D (n=6)

Slika 4.1. Prikaz tijeka studije i ispitivane skupine muskih potomaka Stakora

CD (majka hranjena standardnom laboratorijskom hranom), HFD (majka hranjena dijetom
bogatom mastima), CD-CD (standardno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki), CD-
HFD (masno hranjeni potomci od standardno hranjenih majki), HFD-CD (standardno hranjeni
potomci od masno hranjenih majki) i HFD-HFD (masno hranjeni potomci od masno hranjenih
majki).
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Muski potomci Stakorica smjeSteni su zatim u odvojene kaveze prostorija Vivarija
Medicinskog fakulteta SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku u kontroliranim
uvjetima (temperatura prostorije 22 °C s dvanaestsatnim ciklusima dan — no¢). Stakori hranjeni
standardnom laboratorijskom hranom (CD-CD 1 HFD-CD skupina) imali su pristup hrani i vodi
ad libidum. Skupinama potomaka koji su bili na masnoj prehrani (CD-HFD i1 HFD-HFD
skupina) hrana se nudila kontrolirano — 30 g tijekom dana u 9 i u 16 sati — kako bi se prevenirao
nastanak pretilosti zbog prekomjernog unosa hrane. Tako kontrolirana ishrana ipak je
omogucavala dovoljan unos hrane kod masno hranjenih Stakora te nije bilo restrikcijskog
utjecaja izmijene reZzima hranjenja.

Raspodjela ispitivanih Zivotinja temelji se isklju¢ivo na slu€ajnosti uporabom

generatora slucajnih brojeva (www.randomizer.org) (209). Isti se postupak primjenjivao pri

raspodjeli skotnih majki u dvije skupine gdje je jedna skupina primala standardnu laboratorijsku
hranu, a druga masnu dijetu (CD ili HFD) te pri raspodjeli muskih potomaka od navedenih
skupina majki nakon perioda laktacije (CD-CD, CD-HFD, HFD-CD, HFD-HFD). Svakoj
zivotinji pridodan je zaseban broj pomocu kojeg je oznacena kao jedinka, a koji sluzi pri uporabi
generatora slucajnih brojeva. Mjeritelj opisanog istrazivanja nije bio upoznat s intervencijom
koju je pojedina skupina primila jer su uzorci oznaceni metodom Sifriranja.

U dvadeset drugom tjednu starosti, Stakori su zrtvovani koriste¢i ketamine koktel S 75
mg/kg (Ketanest S 25 mg/ml, ampule 2ml, Pfizer) i midazolama 0,5 mg/kg (Midazolam Torrex
5 mg/ml, 3 ml, Torrex Chiesi Pharma). Omamljenom Stakoru postupno je uzeta krv iz desnog
ventrikula te ostavljena na sobnoj temperaturi 30 minuta nakon ¢ega je centrifugirana. Serum
iz krvi smrznut je na -20 °C radi biokemijske analize, a tkiva petog slabinskog kraljeska i jetre

izolirana i fiksirana u Cetiri postotnom puferiranom formaldehidu.

Istrazivanje je odobrilo Eti¢ko povjerenstvo Medicinskog fakulteta Osijek te je
uskladeno prema Europskim direktivama o skrbi za laboratorijske zivotinje (direktiva 86/609).
Poduzete sve mjere da bi se sprijecila patnja zivotinja. Uzgoj 1 provodenje istrazivanja vodili
su znanstveni novaci - asistenti Katedre za anatomiju i neuroznanost koji posjeduju licencu za
rad s laboratorijskim zivotinjama u znanstvene svrhe. Dozvola za obavljanje pokusa
Ministarstava poljoprivrede: KLASA: UP/I-322-01/11-01/150 UR.BROJ: 525-06-1-0255/12-
2, a Eticko povjerenstvo za istraZivanja izdalo je suglasnost za izvodenje istrazivanja: KLASA:

602-04/14-08/06, UR.BROJ: 2158-61-07-14-1
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4.2. Materijal

4. 2. 1. Vaganje i racunanje ITM-a (indeks tjelesne mase)

Potomci su vagani vagom Beurer KS 22, Peking, Kina. Tjelesna tezina prvi put je
mjerena u Cetvrtom tjednu Zivota, nakon perioda laktacije 1 u trenutku odvajanja od majke te
stavljanja u novi kavez s pristupom tocno odredenoj hrani / dijeti (CD ili HFD). TezZina se zatim
mjerila u osmom tjednu koji kod Stakora predstavlja pubertet i u osamnaestom tjednu (zreli
potomci). Zadnja zabiljeZena tjelesna tezina kod Stakora bila je u trenutku zrtvovanja (dvadeset
drugi tjedan). Dobivanje na tezini izracunato je u postotcima u odnosu na prethodnu zabiljezenu
tjelesnu tezinu. Uz mjerenja tjelesne teZine, izracune dobivanja na tjelesnoj tezini tijekom

spomenutih tjedana, racunao se indeks tjelesne mase koriste¢i pojednostavljenu formulu:

tjelesna masa
ITM= ] (2)

ukupna duljina goljeni¢ne kosti (mm?)

(4.1)

Duljina goljeni¢ne kosti mjerena je mikrometarskim kaliperom od hrapavosti tibije do

medijalnog maleola (210, 211).

Analizirani su i vagani promatrani organi kao morfoloSke znacajke koje sugeriraju
anomalije uzrokovane masnom prehranom. Veliki organi poput srca, jetre, spolnih organa
(testisa), lijevog bubrega, slezene, timusa i pluca izolirani su i vagani (Essae Digi analytical
balance, ES-DIGI, USA). Tezina je organa izracunata kao omjer tezine organa prema tjelesnoj

tezini Stakora (211-213).

4.72.2. Analiza uzorka krvi

Nakon anestezije uzeta je krv iz desnog ventrikula, ostavljena je 30 minuta na sobnoj
temperaturi i centrifugirana na 3000 r/min kroz 15 minuta. Prikupljeni serum je prvobitno bio

¢uvan na -20 °C za potrebe biokemijske analize.
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Biokemijska analiza razine ALT-a, AST-a, kolesterola i triglicerida provedena je
komercijalnim kitovima na Odjelu za medicinsku biokemiju KBC-a Osijek.

Koncentracije proteina iz seruma odredene su ELISA setom dostupnim na trzistu za
odredivanje TNF-alfe, IL-6 kod Stakora (BioVendor, Laboratory medicine, Czech Republic).
Koncentracija proteina odredivala se uz pomo¢ ELISA kitova prema preporuci proizvodaca i
njegovom protokolu. Uzorci su se mjerili u duplikatima da bi se dobili §to precizniji rezultati i
zatim ocitavali uz pomo¢ ¢ita¢a mikrotitarskih ploc¢ica (ELISA) — BioRad 93200 PR3100 TSC
Microplate Reader u laboratoriju za imunologiju na Katedri za fiziologiju 1 imunologiju

Medicinskog fakulteta SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

4. 2. 3. Analiza petog slabinskog kraljeska

Priprema uzorka

Nakon zrtvovanja Stakorima se odstranjivao slabinski dio kraljeznice te se pazljivo
izolirao peti slabinski kraljezak. Nakon postupnog uklanjanja suvisnog mekog tkiva kraljesci
su se stavljali u Cetiri postotni paraformaldehid i fiksirali deset dana. Nakon u¢vrs¢ivanja, uzorci
petog slabinskog kraljeska su premjesteni u otopinu za dekalcinaciju Osteodec (Bio-optica,
Milano s.p.a., Italy) u volumenu uzorak/osteodec, 1:100 u trajanju od jednog dana.
Dekalcinirani kraljesci standardiziranim su protokolom uklopljeni u parafinske blokove te
izrezane na mikrotomu (Reichert-Jung model 2400) u rezove debljine 5 um. Rezovi su bojani
metodom Toluidin blue te fotografrani digitalnim fotografskim aparatom marke Olympus®,
model C-5050, spojenim na sitnozor marke Olympus®, model BX-50. Za fotografiranje je
koristen QuickPHOTO Pro softver (Promicra s.r.o, Prag, Republika Ceska). Izoliranje,
dekalcinacija, uklapanje, rezanje i bojanje uzorka petog slabinskog kraljeska provedeno je uz
pomo¢ inzinjerke Danice Mati¢ s Katedre za histologiju i enbriologiju Medicinskog fakulteta,

Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.
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Histomorfometrijske analiza petog slabinskog kraljeska

Za dobivanje histomorfometrijskih parametara uzorci su fotografirani Olympus BHA
sitnozorom (Olympus, Tokyo, Japan) i Pulnix digitalnom kamerom (Pulnix, Yokohama, Japan)
povezanima sa stolnim racunalom pod povecanjem 40%. IzvrSena mjerenja izvedena su
poluautomatskim sustavom za analizu s Issa softverom (VamsTec, Zagreb, Republika
Hrvatska). Proracuni su se vr$ili jednadzbama American Society of Bone and Mineral Research:

Obujam spuzvaste kosti (BV/TV, izrazen u postotcima) izveden je iz
dvodimenzionalnih mjerenja podruc¢ja koStane povrSine (B.Ar) i podrucja spuzvaste kosti

(T.Ar) prema Parfittovoj formuli (214-216):

BV 100 Ar
TV  TAr
(4.2)
Povrsina spuzvaste kosti (BS/TV, izraZzena u /mm) izraunata je iz mjerenja opsega
kostanih gredica (B.Pm) i podrucja kosti (B.Ar):
BS <B.Pm) <4>
TV \BAr/\rn
(4.3)

Debljina kostanih gredica (Tb.Th, izrazena u mm), izvedena iz mjerenja opsega kostanih

gredica (B.Pm) 1 podrucja kosti (B.Ar) prema Parfittovoj formuli:

ro1n-(570) G

(4.4)
Broj kostanih gredica (Tb.N, izrazen u mm) izveden iz mjerenja opsega koStanih gredica

(B.Pm) i podrucja spuzvaste kosti (T.Ar) prema formuli:
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moN-(77) ()

(4.5)
Razdvojenost kostanih gredica (Tb.Sp, izraZzena u mm) izvedena prema formuli:
Tb.Sp = (T.Ar - B.Ar) (2)
P BPm /\x
(4.6)

Mjerena je debljina kortikalne kosti (cortical thickness, Ct.Th, u um) gornje i donje
zavr$ne ploce trupa kraljeska gdje je Pm (opseg kortikalne kosti, u pm); izvedeno prema

formuli:

Ct.Th=2*Pm G)

(4.7)
Ukupni volumen kortikalne kosti (cortical bone volume, CV/TV, u %) gdje je C.Ar,
povrsina kortikalne kosti, a TV ukupna mjerena povrsSina korteksa se izraCunavala:
Ccv (C.Ar) *100
TV \TV
(4.8)

Histomorfometrijska analiza uzoraka provedena je na Zavodu za anatomiju Medicinskog

fakulteta u Rijeci.

Imunohistokemijska analiza tkiva slabinskog kraljeska

Parafinski blokovi rezali su se na mikrotomu marke Reichert-Jung model 2400 na
rezove debljine 5 pm 1 nanosili na adhezivna predmetna stakla Menzel-Gldser Polysine slides
(Thermo Scientific, Rockford, SAD). Prije deparafiranja rezovi su drzani 10 minuta u grijacu
za parafin da bi se sprijecilo gubljenje preparata procesom imunohistokemije koji je Cest u
slu¢aju analize kostanog tkiva. Rezovi su se zatim deparafinirali kroz niz otopina: 100 % ksilol

2 x 20 min, 100 % etilni alkohol 2 x 20 min, 70 % etilni alkohol 1x15 min, a zatim su se stavljali
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u destiliranu vodu. Na preparatima je nakon toga uslijedilo dvadeset minuta blokiranja
endogene peroksidaze 0,3 % -tnim vodikovim peroksidom (H203), a zatim se provelo izlaganje
epitopa (antigen retrieval) u citratnom puferu (pH = 6,0) zagrijavanjem u mikrovalnoj pe¢nici
tijekom priblizno tri minute. Blokiranje nespecificnog vezanja ucinilo se koriStenjem
SuperBlock® reagensa (Thermo Scientific, Rockford, SAD) tijekom najmanje Cetrdeset i pet
minuta. Poliklonalno ze¢je primarno protutijelo Anti-TNF-alfa (ab6671) (abcam Cambridge,
UK) nanosilo se u koncentraciji 1:500 te je uslijedila inkubacija rezova na 4 °C preko no¢i dok
se na negativne kontrole nanosilo PBS (pH = 7,4) bez primarnog protutijela, takoder drzano
preko no¢i u istim uvjetima. Pozitivne kontrole (tkivo jetre) prolazile su potpuno isti postupak
kao ispitivani rezovi. Nakon inkubacije s primarnim protutijelom, rezovi su se ispirali u PBS-u
s dodanim Tween-om (0,05 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis; MO, SAD) cetiri puta po pet minuta.
Nakon toga kao sekundarno protutijelo upotrijebilo se kozji protuze¢ji IgG H&L (HRP)
(ab97051 abcam Cambridge, UK) u razrjedenju 1:200. Sekundarno tijelo nanosilo se na sve
rezove i te je takvo stajalo trideset minuta na sobnoj temperaturi nakon c¢ega je uslijedilo jo$
Cetiri ispiranja u PBS-u s 0,05 % Tween-a. Rezovi su inkubirani sa streptavidinom
konjugiranim s peroksidazom iz hrena (Streptavidin-HRP) (Dako ili Sigma) u razrjedenju 1:300
na sobnoj temperaturi u trajanju od trideset minuta. Uslijedilo je jo$ Cetiri ispiranja u PBS-u s
Tween-om nakon cega je nanesena otopina 3,3'- diaminobenzidina (DAB, supstrat)
pripremljena iz seta otopina DAB Peroxidase Substrate Kit (Vector). Nakon daljnjih Cetiriju
ispiranja u PBS-u s Tween-om preparati su se kontrastno obojili hemalaunom i dehidrirali u
otopinama (96 % etilni alkohol 2x15 minuta, 100 % etilni alkohol 2x15 minuta, 100 % ksilol
2x10 minuta). Na kraju postupka nanesen je canada balzam (Kremer Pigmente GmbH & Co.
KG) i na njega je stavljeno pokrovno staklo te su se tako dobili trajni preparati za daljnje
analiziranje. Preparati su fotografirani digitalnim aparatom marke Olympus®, model C-5050
spojenim na sitnozor marke Olympus®, model BX-50. Za fotografiranje je koriSten
QuickPHOTO Pro softver (Promicra s.r.o, Prag, Republika Ceska).

Provedba imunohistokemije i analiza uzoraka provedena je na Zavodu za Anatomiju
Medicinskog fakulteta u Rijeci. U¢injena je semikvatifikacija imunohistokemijskog intenziteta

pomocu Image J programa (Poglavlje 4.2.4.)
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4. 2. 4. Analiza parenhima jetre

Priprema uzorka

Dio uzorka tkiva jetre izdvojilo se i stavljalo u bijele histoloske kazetice. Uzorci su
ucvrsceni u Cetiri postotnom puferiranom formaldehidu tijekom pet dana. U¢vrsceno tkivo jetre
nakon toga dehidrirano je povecavaju¢i koncentracije etanola (75 % etanol 10 minuta, 95 %
etanol 10 minuta i apsolutni etanol 10 minuta) i uklapajuéi u parafinske blokove. Uzorci su
rezani na 5 pm debljine Reichert-Jung modelom 2400 i stavljani na predmetna histoloska
stakalca te bojani standardiziranom hematoksilinom i eozinom metodom.

Proces rezanja mikrotonom provela je inzinjerka Danica Mati¢ s Katedre za histologiju

i embriologiju Medicinskog Fakulteta Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku.

Stupanj oSteéenja jetre

Uzorci parenhima jetre, dehidrirani slijedom otopina (100 % ksilol 2x10 min, 100 %
etilni alkohol 2x10 min, 70 % etilni alkohol 1x15 min i u H>O) te bojani hematoksilinom 1
eozinom.

Preparati su pregledani svjetlosnim sitnozorom (Olimpus 460) i patohistoloski
semikvatificirani. Mikroskopski je oSte¢enje jetrenog parenhima stupnjevano koristenjem
arbitrarne skale 0 — 3 kako slijedi: stupanj 0 — nema oStecenja, normalna jetra; stupanj 1 —
minimalne lezije koje ukljucuju pojedinacne do nekoliko nekroti¢nih stanica; stupanj 2 — blaga
oSte¢enja, 10 — 25 % nekroti¢nih stanica ili blage difuzne degenerativne promjene; stupanj 3 —
umjerena oStecenja, 25 — 40 % nekroti¢nih ili degenerativno promijenjenih stanica; stupanj 4 —
znacajna ostecenja, 40 — 50 % nekroti¢nih ili degenerativno promijenjenih stanica; stupanj 5 —
teSka oStecenja, visSe od 50 % nekroti¢nih ili degenerativno promijenjenih stanica. Jetreni
reznjevi sa stupnjem oStecenja vecim od dva smatrani su znacajno oStecenim (217).

Analiza stupnja oStecenja jetre provedena je uz pomo¢ dr. sc. Valerije Blazicevi¢, dr.
med s Katedre za patologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta Josipa Jurja Strossmayera u

Osijeku.
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Imunohistokemijska analiza tkiva jetre

Parafinski blokovi rezali su se na mikrotomu marke Reichert-Jung model 2400 na
rezove debljine 5 pm 1 nanosili na adhezivna predmetna stakla Menzel-Gldser Polysine slides
(Thermo Scientific, Rockford, SAD). Rezovi su se zatim deparafinirali kroz niz otopina: 100 %
ksilol 2x20 minuta, 100 % etilni alkohol 2x20 minuta, 70 % etilni alkohol 1x15 minuta i zatim
stavljali u H2O. Na preparatima je nakon toga uslijedilo dvadeset minuta blokiranja endogene
peroksidaze 0,3 %-tnim vodikovim peroksidom (H>0O») te se provelo izlaganje epitopa (antigen
retrieval) u citratnom puferu (pH = 6,0) zagrijavanjem u mikrovalnoj peénici tijekom priblizno
tri minute. Blokiranje nespecificnog vezanja ucinilo se koristenjem SuperBlock® reagensa
(Thermo Scientific, Rockford, SAD) tijekom najmanje cetrdeset pet minuta. Poliklonalno zecje
primarno protutijelo Anti-TNF-alfa (ab6671) (abcam Cambridge, UK) nanosilo se u
koncentraciji 1:500 te je uslijedila inkubacija rezova na 4°C tijekom noc¢i dok se na negativne
kontrole nanosilo PBS (pH = 7,4) bez primarnog protutijela te se takoder drzalo tijekom noci u
istim uvjetima. Nakon inkubacije s primarnim protutijelom rezovi su se ispirali u PBS-u s
dodanim Tween-om (0,05 %) (Sigma-Aldrich, St. Louis; MO, SAD) ¢etiri puta po pet minuta.
Nakon toga kao sekundarno protutijelo upotrijebilo se kozji protuze¢ji IgG H&L (HRP)
(ab97051 abcam Cambridge, UK) u razrjedenju 1:200. Sekundarno tijelo nanosilo se na sve
rezove 1 stajalo je trideset minuta na sobnoj temperaturi nakon ¢ega je uslijedilo jo§ Cetiri
ispiranja u PBS-u s 0,05 % Tween-a. Rezovi su inkubirani sa streptavidinom konjugiranim s
peroksidazom iz hrena (Streptavidin-HRP) (Dako ili Sigma) u razrjedenju 1:300 na sobnoj
temperaturi u trajanju od trideset minuta. Uslijedilo je jo§ Cetiri ispiranja u PBS-u s Tween-om
nakon Cega je nanesena otopina 3,3'- diaminobenzidina (DAB, supstrat) pripremljena iz seta
otopina DAB Peroxidase Substrate Kit (Vector). Nakon daljnjih Cetiriju ispiranja u PBS-u s
Tween-om, preparati su se kontrastno obojili hemalaunom i dehidrirali u otopinama (96 % etilni
alkohol 2x15 minuta, 100 % etilni alkohol 2x15 minuta, 100 % ksilol 2x10 minuta). Na kraju
postupka nanesen je canada balzam i zatim pokrovno staklo te su se tako dobili trajni preparati.

Uzorci su fotografirani uz pomo¢ kolege histologa dr. sc. Nikole Bijeli¢a, dr. med. S
Katedre za histologiju i1 embriologiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta Josipa Jurja

Strossmayera u Osijeku.
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4. 2. 5. Semikvantifikacija imunohistokemijskog intenziteta

Nakon bojanja svjetlosnim sitnozorom analizirana je pozitivna reakcija na navedena
protutijela semikvantitativnom analizom ImageJ programom. Na uzorku/rezu parenhima jetre i
kostanog tkiva provela se kvantifikacija intenziteta imunohistokemijskog signala koji se mjerio
raCunalnim programom ImagelJ. Prvo je bilo potrebno dobiti mikrografije uzorka tkiva jetre i
petog slabinskog kraljeska fotoaparatom Olympus®, model C-5050, spojenim na sitnozor
marke Olympus®, model BX-50. Programom image] usporedivao se intenzitet
imunohistokemijskog obojenja tkiva jetre i koStanog tkiva s odgovaraju¢im kontrolnim
uzorcima. Kvantifikacija se odredivala tako da se obojane slike mijenjaju u sivu nijansu, a
stupanj sive boje zatim se mijenja u numericku vrijednost. Radi to¢nije analize uzimalo se vise
vidnih polja istog uzorka ¢ime se postize 1 mogucénost statisticke analize kako je to vec i
prikazano u znanstvenim radovima (218, 219).

Uzorci tkiva obradivani su i analizirani na Katedri za histologiju Medicinskog fakulteta
Sveucilista Josipa Jurja Strossmayera u Osijeku 1 na Zavodu za anatomiju Medicinskog

fakulteta u Rijeci pod vodstvom prof. dr. sc. Roberta Domitrovi¢a dipl. ing. med. biokem.

4. 2. 6. Statisti¢ka analiza

Kategorijski podatci bit ¢e predstavljeni apsolutnim 1 relativnim frekvencijama.
Numericki podatci bit ¢e opisani aritmetiCkom sredinom 1 standardnom devijacijom u slucaju
raspodjela koje slijede normalnu, a u ostalim sluajevima medijanom i granicama
interkvartilnog raspona.

Normalnost raspodjele numerickih varijabli bit ¢e testirana Shapiro Wilks testom.
Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli izmedu dviju nezavisnih skupina bit ¢e
testirane Mann-Whitneyevim U testom. Razlike normalno raspodijeljenih numerickih varijabli
medu Cetirima nezavisnim skupinama bit e testirane analizom varijance (ANOVA), a u slucaju
odstupanja od normalne raspodjele Kruskal-Wallisovim testom. StupiCastim grafikonom
prikazani  su podatci dobiveni patohistoloSkim promatranjem 1 stupnjevanjem
imunohistokemijskog signala TNF-alfe. Povezanost normalno raspodijeljenih numerickih
varijabli bit ¢e ocijenjena Spearmanovim koeficijentom korelacije p (rho).

Budu¢i da je uzorak Stakora po skupini ogranicen (zbog zakonskih odredbi koristenja

zivotinja u znanstvene svrhe), analize skupina vrSit ¢e se neparametrijskim testovima. Uz
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pretpostavku koeficijenta varijabilnosti od 10 % 1 za uocavanje razlike od 25 % potrebno je 5
zivotinja po skupini (220).

Sve P vrijednosti bit ¢e dvostrane. Razina znacajnosti bit ¢e postavljena na a = 0,05. Za
statisticku analizu bit ¢e koristen statisticki program MedCalc (inacica 16.2.0, MedCalc
Software bvba, Ostend, Belgija).
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5. REZULTATI

5.1. Tjelesna tezina, ITM (indeks tjelesne mase) i teZina izoliranih organa

Tjelesna tezina prvi se put mjerila u njihovom cetvrtom tjednu starosti, tijekom
odvajanja od majke nakon laktacije gdje je zabiljezena znacajno visa tjelesna tezina u skupini
CD-HFD (78,05 [76,18-85,50] g) u usporedbi sa skupinama HFD-CD (67,00 [65,50-70,25] g)
i HFD-HFD (57,90 [52,78-75,58] g), (Kruskal — Wallis test, P = 0,001) (Slika 5.1., Tablica
5.1.). Nije bilo znacajnosti u tjelesnoj tezini Stakora u Cetvrtom tjednu starosti usporedujuci
kontrolnu skupinu sa svim ostalim skupinama potomaka (CD-HFD, P = 0,109; HFD-CD,
P =0,064; HFD-HFD, P = 0,109, Mann — Whitney U test) kao i usporeduju¢i skupinu HFD-
CD s HFD-HFD skupinom (P = 0,336, Mann — Whitney U test).

11P=0.015
90,00 r ”p: 0.002 1

80,00

70,00 g

60,00

Tjelesna tezina u 4. tj. (g)

J—

o

50,00

1 T 1 1
*cn-co TcoHFD *hrp.co SHFD-HFD
Grupa

Slika 5.1. Tjelesna tezina u Cetvrtom tjednu starosti Stakora hranjenih razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

+CD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
tHFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05
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U osmom tjednu skupina HFD-CD (149,00 [145,75-154,50] g) imala je znacajno nizu
tjelesnu tezinu u odnosu na sve druge skupine potomaka (Slika 5.2., Tablica 5.1.). Nije
zabiljeZena znacajnost u tezini Stakora u osmom tjednu starosti usporedujuci kontrolnu skupinu
s masno hranjenim skupinama (CD-HFD, P = 0,149; HFD-HFD, P = 0,109, Mann — Whitney
U test) 1 usporedujuci skupine CD-HFD 1 HFD-HFD (P = 0,873, Mann — Whitney U test).

11P=0.002

300,00

250,00 Q

200,00

Tjelesna tezina u 8. tj. (g)

150,007 %

| T I 1
*CD-CD tco-HFD +HFD-CD SHFD-HFD
Grupa

Slika 5.2. Tjelesna tezina u osmom tjednu starosti Stakora hranjenih razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
tHFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

Mjerenjem tezine u osamnaestom tjednu skupina CD-CD (312,50 [287,75-332,25] g)
imala je znacajno visu tezinu u usporedbi sa skupinom CD-HFD (274,50 [199,75-286,75] g) i
HFD-CD (249,50 [239,75-252,25] g). Skupina HFD-CD imala je najnizu tjelesnu tezinu
usporedeno sa svim drugim skupinama (Kruskal — Wallis test, P = 0,010) (Slika 5.3., Tablica
5.1.). Nijje bilo znac¢ajnosti usporeduju¢i HFD-HFD skupinu s CD-CD skupinom (P = 0,173,
Mann — Whitney U test) i s CD-HFD skupinom (P = 0,936, Mann — Whitney U test).
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Usporedbom CD-HFD i HFD-CD skupine takoder nije zabiljezena znaCajna promjena u

tjelesnoj tezini u osamnaestom tjednu starosti Stakora (P = 0,337, Mann — Whitney U test).

350,00 1P=0.025

3 300,00 P=0.002

[ A

250,00 o8 ﬁ

Tjelesna tezina u 18. tj. (g)

200,00 —

1 1_ 1 1 1
*CD-CD CD-HFD *HFD-CD SHFD-HFD
Grupa

Slika 5.3. Tjelesna tezina u osamnaestom tjednu starosti Stakora hranjenih razli¢itom
prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
tHFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

U trenutku zrtvovanja (dvadeset drugi tjedan) skupina HFD-CD (402,00 [355,25-
408,50] g) ima najvisu tjelesnu tezinu dok je kontrolna skupina (395,75 [388,75-406,50] g)
imala znacajno viSu tjelesnu tezinu u odnosu na skupinu CD-HFD (345,50 [329,75-362,13] g)
(Slika 5.4., Tablica 5.1.). Masno hranjena skupina nije pokazala znacajnu razliku u tjelesnoj
tezini usporedujuéi s ostalim skupinama (CD-CD, P = 0,055; CD-HFD, P = 0,297; HFD-CD,
P =0,199, Mann — Whitney U test). Usporeduju¢i HFD-CD skupinu s CD-CD skupinom (P =
0,055, Mann — Whitney U test) i s CD-HFD (P = 0,054, Mann — Whitney U test), nije bilo

znacajnosti.
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Slika 5.4. Tjelesna tezina u dvadeset drugom tjednu starosti Stakora hranjenih razlic¢itom
prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
tHFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

Prosje¢no dobivanje na tezini kod HFD-CD skupine Stakora bilo je znacajno vise u
odnosu na sve ostale skupine koje su stalno gubile na tezini tijekom cijelog pokusa
(Kruskal — Wallis test, P =0,001) (Slika 5.5. — 5.7., Tablica 5.1.). U osmom tjednu (Slika 5.5.)
razlika u prosje¢nom dobivanju na tezini nije bila znacajna izmedu kontrolne skupine i CD-
HFD (P =0,81, Mann — Whitney U test) i HFD-HFD skupine (P = 0,337, Mann — Whitney U
test). Nije bilo znacajnosti izmedu CD-HFD i HFD-HFD skupina (P = 0,262, Mann — Whitney
U test).
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Slika 5.5. Dobitak na tjelesnoj tezini u osmom tjednu starosti Stakora hranjenih razli¢itom
prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom
masnoce

tHFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

U osamnaestom tjednu (Slika 5.6.) razlika u prosjenom dobivanju na tezini nije bila
znacajna izmedu kontrolne skupine i CD-HFD (P = 0,873, Mann — Whitney U test) i HFD-
HFD skupine (P = 0,423, Mann — Whitney U test). Nije bilo znacajnosti izmedu CD-HFD i

HFD-HFD skupina (P = 0,749, Mann — Whitney U test).
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Slika 5.6. Dobitak na tjelesnoj tezini u osamnaestom tjednu starosti Stakora hranjenih
razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka i1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
tHFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

U trenutku zrtvovanja (Slika 5.7.) razlika u prosjecnom dobivanju na tezini nije bila
znacajna izmedu kontrolne skupine i CD-HFD (P = 0,15, Mann — Whitney U test) i HFD-HFD
skupine (P = 0,54, Mann — Whitney U test). Nije bilo znacajnosti izmedu CD-HFD i HFD-HFD
skupina (P = 0,748, Mann — Whitney U test). Najmanje je zabiljeZeno dobivanje na tjelesnoj
tezini u skupinama CD-HFD (38,85 [36,65-89.,20] %) 1 HFD-HFD (38,80 [37,50-40,80] %) za
razliku od skupine HFD-CD koja je stalno najvise dobivala na tjelesnoj masi (125,65 [121,18-
132,90] %).
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Slika 5.7. Dobitak na tjelesnoj tezini u dvadeset drugom tjednu starosti Stakora hranjenih
razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

+CD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
tHFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

Povecana prehrambena potroSnja masnih kiselina nije imala utjecaja na indeks tjelesne

mase (ITM) (Kruskal — Wallis test, P = 0,410) (Slika 5.8., Tablica 5.1.).
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Slika 5.8. Indeks tjelesne mase (ITM) Stakora hranjenih razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

+CD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
tHFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni
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Tablica 5.1. Tjelesna tezina, dobivanje na tjelesnoj tezini i indeks tjelesne mase kod razli¢ito hranjenih muskih potomaka Stakora

Tjelesna tezina, dobivanje na tjelesnoj tezini 1 indeks tjelesne mase izrazen u medijanu i granicama interkvartilnog raspona

*CD-CD +CD-HFD THFD-CD §HFD-HFD g

Tjelesna tezina (g)

4. tjedan 74,50 [67,95-77,50] 78,05 [76,18-85,50] 67,00 [65,50-70,25] 57,90 [52,78-75,58] 0,001
8. tjedan 271,00 [235,00-291,25] 254,50 [167,00-271,25] 149,00 [145,75-154,50] 243,50 [241,00-260,50] 0,001
18. tjedan 312,50 [287,75-332,25] 274,50 [199,75-286,75] 249,50 [239,75-252,25] 269,50 [263,25-290,00] 0,010
22. tjedan 395,75 [388,75-406,50] 345,50 [329,75-362,12] 402,00 [355,25-408,50] 335,50 [320,38-367,00] 0,019
Dobivanje na teZini (%)

8. tjedan 10,00 [7,25-17,50] 10,05 [8,20-13,10] 35,00 [32,48-38,53] 7,20 [5,95-11,03] 0,001
18. tjedan 23,80 [20,65-36,00] 23,85[20,95-36,80] 89,30 [88,33-98,10] 25,55 [22,35-26,55] 0,001
22. tjedan 34,90 [30,60-54,68] 38,85 [36,65-89,20] 125,65 [121,18-132,90] 38,80 [37,50-40,80] 0,001
IIT™M (g/mm?) 0,055 [0,046-0,059] 0,053 [0,05-0,055] 0,05 [0,046-0,052] 0,059 [0,047-0,06] 0,410

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Kruskal — Wallisovim testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

9 ITM indeks tjelesne mase
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Nakon Zrtvovanja, uzimanja krvi za analizu, izolirani organi su vagani zasebno. Udio
organa u odnosu na tjelesnu tezinu jedinke po skupinama pokazao je da potomci hranjeni
standardnom laboratorijskom prehranom (CD-CD i HFD-CD) imaju manji udio teZine
promatranih organa od masno hranjenih potomaka (CD-HFD, HFD-HFD).

Udio mase jetre pokazao je da je CD-HFD (3,39 [3,25-3,76] %) skupina imala znacajno
vedi postotak mase u odnosu na tezinu tijela usporedujuci s CD-CD (2,92 [2,84-3,00] %) i HFD-
CD (3,15 [2,99-3,29] %) skupinama. Znacajno najmanji udio mase jetre zabiljeZen je u CD-
CD skupini usporedujuci s ostalim potomcima dok je najveci udio zabiljezen u CD-HFD
skupini (3,39 [3,25-3,76] %) (P < 0,001, Kruskal — Wallis test) (Tablica 5.2., Slika 5.9.).
Skupina HFD-HFD nije imala znacajno razli¢it udio mase jetre u odnosu na CD-HFD

(P =0,337, Mann — Whitney U test) i HFD-CD (P = 0,15, Mann — Whitney U test) skupinu.
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Slika 5.9. Postotni udio tezine jetre u odnosu na tjelesnu tezinu Stakora hranjenih razli¢itom

prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05
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Udio mase lijevog bubrega i testisa pokazao se znacajno visim u potomaka HFD-HFD
skupine usporedujuci s kontrolno hranjenim Stakorima (P < 0,001, Kruskal — Wallis test)
(Tablica 5.2., Slika 5.10. 1 5.11.). Znacajnost kod udjela mase lijevog bubrega nije se pokazala
u usporedbi kontrolne skupine s CD-HFD (P = 0,15, Mann — Whitney U test) i HFD-CD
skupinom (P = 0,78, Mann — Whitney U test) te u usporedbi CD-HFD s HFD-HFD (P = 0,262,
Mann — Whitney U test) skupinom. Udio mase testisa nije se pokazao znacajnim u usporedbi
CD-CD skupine s HFD-CD skupinom (P = 0,522, Mann — Whitney U test) i usporedbom CD-
HFD s HFD-HFD skupinom (P = 0,15, Mann — Whitney U test).
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Slika 5.10. Postotni udio tezine lijevog bubrega u odnosu na tjelesnu tezinu Stakora hranjenih
razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05
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Slika 5.11. Postotni udio teZine testisa u odnosu na tjelesnu tezinu Stakora hranjenih
razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

Udio mase slezene bio je najve¢i u HFD-HFD skupini (0,23 [0,22-0,24] %), najmanji
u HFD-CD skupini (0,20 [0,19-0,21] %) $to se post hoc analizom pokazalo znacajno (P = 0,025,
Mann — Whitney U test).

Udio mase timusa pokazao je da skupina HFD-HFD (0,46 [0,43-0,52] %) ima znac¢ajno
visi udio usporeduju¢i s kontrolno hranjenim muskim Stakorima (CD-CD, HFD-CD),
(Kruskal — Wallis test, p = 0,040) (Tablica 5.2., Slika 5.12.). CD-HFD skupina nije pokazala
znacajnost u udjelu mase timusa usporedujuci ju sa svim drugim skupinama (CD-CD, P =
0,109; HFD-CD, P = 0.95; HFD-HFD, P = 0,109, Mann — Whitney U test) kao ni CD-CD
skupina usporedujuci ju s HFD-CD skupinom (P = 0,2, Mann — Whitney U test).

Nije bilo znacajnosti kod udjela mase srca i plu¢a izmedu ispitivanih skupina.
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Slika 5.12. Postotni udio tezine timusa u odnosu na tjelesnu tezinu Stakora hranjenih
razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05
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Tablica 5.2. Udio teZine ispitivanog organa u ukupnoj tjelesnoj masi izrazeno u postotcima kod razli¢ito hranjenih muskih potomaka

Postotni udio tezine organa u odnosu na tjelesnu tezinu izrazeno u medijanu i granicama interkvartilnog raspona

Organi *CD-CD +CD-HFD THFD-CD §HFD-HFD P
Srce 0,46 [0,40-0,48] 0,47 [0,43-0,47] 0,45 [0,42-0,47] 0,47 [0,43-0,53] 0,474
Jetra 2,92 [2,84-3,00] 3,39 [3,25-3,76] 3,15 [2,99-3,29] 3,23 [3,17-3,33] <0,001

Testisi 0,49 [0,46-0,51] 0,57 [0,53-0,58] 0,47 [0,46-0,49] 0,53 [0,51-0,57] <0,001
Lijevi bubreg 0,35 [0,34-0,37] 0,37 [0,36-0,39] 0,32 [0,32-0,35] 0,39 [0,37-0,40] <0,001
Slezena 0,22 [0,20-0,23] 0,21 [0,20-0,23] 0,20 [0,19-0,21] 0,23 [0,22-0,24] 0,058
Timus 0,23 [0,28-0,43] 0,43 [0,40-0,45] 0,43 [0,41-0,45] 0,46 [0,43-0,52] 0,040
Pluéa 0,09 [0,08-0,11] 0,10 [0,09-0,12] 0,10 [0,09-0,11] 0,11 [0,09-0,13] 0,429

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD- majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom dijetom
§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Kruskal-Wallisovim testom, razina znacajnosti je postavljena na o = 0,05
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5. 2. Biokemijska analiza seruma

Najveca koncentracija kolesterola u serumu pronadena je u HFD-HFD skupini (2,45
[2,32-2,90] mmol/L), a najmanja u HFD-CD skupini (1,76 [1,60-2,00] mmol/L). Kod skupine
CD-HFD (2,31 [2,08-2,56] mmol/L) zabiljezena je znacajno visa vrijednost kolesterola u
odnosu na skupine potomaka hranjene kontrolnom dijetom (CD-CD (1,85 [1,63-2,01] mmol/L)
1 HFD-CD). Koncentracija kolesterola bila je znac¢ajno niza u HFD-CD skupini u usporedbi s
potomcima koji su bili hranjeni masnom dijetom (CD-HFD i1 HFD-HFD skupine) (P < 0,001,
Kruskal — Wallis test) (Tablica 5.3., Slika 5.13.). Znacajnost nije zamije¢ena usporedujuci
skupinu CD-CD s HFD-CD skupinom (P = 0,810, Mann — Whitney U test) i skupine CD-HFD
1 HFD-HFD (P = 0,273, Mann — Whitney U test).
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Slika 5.13. Koncentracija kolesterola u serumu Stakora hranjenih razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a. = 0,05

Koncentracija triglicerida u serumu bila je znacajno niza kod CD-CD (0,83 [0,76-0,90]
mmol/L) i CD-HFD skupine (0,78 [0,71-1,05] mmol/L) u usporedbi s HFD-HFD skupinom
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(1,12 [1.02- 1,39] mmol/L) (Tablica 5.3., Slika 5.14.). Znacajnost nije zamije¢ena usporedujuci
kontrolnu skupinu s CD-HFD (P = 0,521, Mann — Whitney U test) i HFD-CD (P = 0,148,
Mann — Whitney U test) skupinama potomaka. Nije zamije¢ena znacajna razlika u koncentraciji
triglicerida usporedujuci skupinu HFD-CD s CD-HFD (P = 0,199, Mann — Whitney U test) 1
HFD-HFD (P = 0,360, Mann — Whitney U test) skupinama potomaka.
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Slika 5.14. Koncentracija triglicerida u serumu Stakora hranjenih razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

Najvisa vrijednost AST-a bila je zabiljezena u HFD-CD grupi i izosila je 189,50
[162,75-258,50] U/L, a najniza vrijednosti bila je u HFD-HFD grupi (134,00 [109,50-229,00]
U/L) (Tablica 5.3., Slika 5.15.).
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Slika 5.15. Koncentracija AST (aspartat-aminotransferaze) u serumu Stakora hranjenih

razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom
TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom

dijetom
§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

Najniza vrijednost ALT-a bila je u CD-CD skupini (46,50 [40,25-55,00] U/L), a najvisa
u CD-HFD skupini (55,00 [48,50-68,00] U/L) (Tablica 5.3., Slika 5.16.).

Kod AST-a i ALT-a nije zabiljeZena znacajnost pri uspredbi skupina (AST, P = 0,621;
ALT, P =0,822, Kruskal — Wallis test).
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Slika 5.16. Koncentracija AST-a (alanin-aminotransferaze) u serumu Stakora hranjenih
razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

Koncentracija IL-6 u serumu bila je najmanja u CD-CD skupini potomaka (92,67
[91,90-93,67] pg/ml) koja pokazuje znacajnu razliku u usporedbi s HFD-CD skupinom (130,53
[116,42-217,78] pg/ml) (Tablica 5.3., Slika 5.17.). Skupina masno hranjenih potomaka od
masno hranjenih majki nije imala znacajnosti u usporedbi sa svim ostalim skupinama (CD-CD;
P =0,95; CD-HFD, P = 0,423; HFD-CD, P = 0,109, Mann — Whitney U test). Znacajnost nije
nadena usporeduju¢i CD-HFD skupinu s CD-CD (P = 0,439, Mann — Whitney U test) i HFD-
CD (P = 0,337, Mann — Whitney U test) skupinama.
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Slika 5.17. Koncentracija interleukina-6 (IL-6) u serumu Stakora hranjenih razli¢itom

prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

Koncentracija TNF-alfe u serumu bila je znac¢ajno visa u CD-HFD (62,19 [57,26-67,42]
pg/ml) nego u HFD-HFD skupini (54,05 [46.52-59.48] pg/ml). Najniza zabiljezena vrijednost
TNF-alfe bila je u CD-CD grupi (51,27 [49,33-52,22] pg/ml) §to je znaCajno nize u usporedbi
s grupama CD-HFD 1 HFD-CD (58,43 [56,70-59,47] pg/ml) (P = 0,041, Kruskal — Wallis test)
(Tablica 5.3., Slika 5.18.).

48



80,001 o®
11P=0.024

70,001 ' 3
o 11P=0.002 11P=0.037
— r T 1
s 60,00 ..
g
u- *17
E 50,001 ?

40,00

19
30,00
*CD.CD t CDHFD HFD.CD §HFD-HFD
Grupa

Slika 5.18. Koncentracija TNF-alfe (¢imbenik nekroze tumora alfa) u serumu Stakora

hranjenih razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a. = 0,05
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Tablica 5.3. Biokemijska analiza seruma kod razli¢ito hranjenih muskih potomaka Stakora

Biokemijska analiza seruma izrazeno u medijanu i granicama interkvartilnog raspona

Biokemijski parametri *CD-CD TCD-HFD tHFD-CD §HFD-HFD [P
Kolesterol (mmol/L) 1,85 [1,63-2,01] 2,31 [2,08-2,56] 1,76 [1,60-2,00] 2,45[2,32-2,90] < 0,001
Trigliceridi (mmol/L) 0,83 [0,76-0,90] 0,78 [0,71-1,05] 1,03 [0,88-1,24] 1,12 [1.02- 1,39] 0,080
YAST (U/L) 159,5 [112,75-177,25] 181,50 [140,75-188,00] 189,50 [162,75-258,50] 134,00 [109,50-229,00] 0,621
**ALT (U/L) 46,50 [40,25-55,00] 55,00 [48,50-68,00] 49,00 [43,50-54,00] 51,00 [33,00-78,00] 0,822
F1IL-6 (pg/ml) 92,67 [91,90-93,67] 118,39 [79,41-221,78] 130,53 [116,42-217,78] 99,24 [46,78-147,08] 0,438
1ITNF-alfa (pg/ml) 51,27 [49,33-52,22] 62,19 [57,26-67,42] 58,43 [56,70-59,47] 54,05 [46.52-59.48] 0,041

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom dijetom
§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Kruskal - Wallisovim testom, razina znacajnosti je postavljena na o = 0,05
9| AST aspartata-aminotransferaza

**ALT alalnin-aminotransferaza

11 IL-6 interleukin 6

11 TNF-alfa ¢imbenik nekroze tumora alfa
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5. 3. Analiza petog slabinskog kraljeska

Nacinjeni su histoloski rezovi kosStanog tkiva petog slabinskog kraljeska i obojeni su
Toluidine blue metodom. Obojani histoloski rezovi kvalitativno su pregledani pod svjetlosnim
sitnozorom. Promatrani su izgled i debljina kortikalne i spuzvaste kosti (Slika 5.19.). Prije
histomorfometrijskih mjerenja uoceno je da se u CD-HFD skupini grada kostanog tkiva znatno
razlikuje od ostalih skupina. Kortikalna kost bila je tanja nego kod ostalih skupina, a koStane

gredice takoder su bile tanke sa Sirokim prostorima kostane srzi medu njima.

700 uym

Slika 5.19. Prikaz jednog reprezentativnog prereza petog slabinskog kraljeska. Zvjezdica:
gredice spuzvaste kosti; krizi¢: kortikalna kost; strelica: kostana srz. Bojenje: toluidine

blue. Mjerilo: 700 pm.
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5.3. 1. Histomorfometrijska analiza koStanog tkiva

Nakon bojanja rezovi koStanog tkiva debljine 5 upum pripremljeni su =za
histomorfometrijsku analizu na sitnozoru (Olympus BHA mikroskop, Olympus, Tokyo, Japan)
1 uz pomo¢ programa (VAMS, Zagreb, Hrvatska) (Slika 5.19. 1 5.20).

Obujam i povrsina spuzvaste kosti

Najvece vrijednosti obujma spuzvaste kosti nadene su u HFD-CD skupini potomaka
(27.29 [27,00-28,90] %), a najmanje vrijednosti u CD-HFD skupini (11.28 [1,34 do 14,04] %).
Znacajne razlike medu skupinama zabiljeZene su i prikazane (P = 0,008, Kruskal — Wallis test)
(Tablica 5.4., Slika 5.21.). Usporeduju¢i HFD-HFD skupinu s CD-CD (P = 0,083, Mann —
Whitney u test) i HFD-CD (P = 0,066, Mann — Whitney U test) skupinama nije bilo znacajnih

razlika.
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Slika 5.20. Obujam spuzvaste kosti (BV/TV) Stakora hranjenih razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

52



Najveca vrijednost povrsine kostanih gredica spuzvaste kosti zabiljezena je u HFD-CD
skupini potomaka (160,33 [72,98-181,81] /mm) §to se znacajno razlikovalo od CD-CD skupine
(39,5 [17,53-155,94] /mm) i CD-HFD skupine (107,39 [14,66- 132,72] /mm) (Tablica 5.4.,
Slika 5.22.). U skupini HFD-HFD nije bilo znacajnih razlika usporedujuci sa svim ostalim
skupinama (CD-CD, P = 0,386; CD-HFD, P =0,197; HFD-CD, P = 0,221, Mann — Whitney U
test). Nije bilo znacajne razlike usporedujuci kontrolnu skupinu s CD-HFD skupinom (P =

0,851, Mann — Whitney U test).
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Slika 5.21. Povrs$ina kostanih gredica spuzvaste kosti (BS/TV) Stakora hranjenih razli¢itom
prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a. = 0,05
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Analiza mikrostrukutre spuZvaste kosti

Histomorfometrijskom analizom debljine kostanih gredica nadene su znacajne razlike
izmedu CD-CD skupine (49,40 [21,91-194,94] mm) 1 HFD-CD skupine potomaka (200.48
[91.22-227.28] mm) te izmedu CD-HFD skupine (134,18 [18,33-166,04] mm) i HFD-CD
skupine potomaka s time da su najvecée vrijednosti debljine koStanih gredica zabiljezene u HFD-
CD skupini. Vrijednosti debljine kostanih gredica u HFD-HFD skupini iznosile su 161,68
[141,26-171,96] mm (Tablica 5.4., Slika 5.23.). Skupina masno hranjenih potomaka od masno
hranjenih majki (HFD-HFD) nije imala znacajno razli¢itu debljinu koStanih gredica pri
usporedbi s CD-CD skupinom (P = 0,386, Mann — Whitney U test), CD-HFD skupinom (P =
0,197, Mann — Whitney U test) i HFD-CD skupinom potomaka (P = 0,221, Mann — Whitney U
test). Nije zabiljezena znacajna razlika usporedujuci kontrolnu skupinu s CD-HFD skupinom

(P=10,851, Mann — Whitney U test).
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Slika 5.22. Debljina kostanih gredica (Tb.Th) spuzvaste kosti Stakora hranjenih razli¢itom
prehranom.

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05
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Skupina potomaka CD-HFD znacajno se razlikovala u broju koStanih gredica i u
razdvojenosti medu njima u odnosu na sve druge skupine (P = 0,018, Kruskal — Wallis test).
Najmanji broj kostanih gredica zabiljeZzen je upravo u CD-HFD skupini i iznosio je 0,09

[0,0675-0,011] mm (Tablica 5.4., Slika 5.24.).
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Slika 5.23. Broj kostanih gredica (Tb.N) spuzvaste kosti Stakora hranjenih razli¢itom
prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

Sukladno tome CD-HFD skupina potomaka imala je i znacajno najvecu razdvojenost
medu njima ¢ija je vrijednost iznosila 1,19 [0,95-1,5] mm (Tablica 5.4., Slika 5.25.). U HFD-
HFD skupini potomaka nije bilo znacajne razlike u broju koStanih gredica i njihovoj
razdvojenosti u usporedbi s kontrolnom skupinom (P = 0,665, Mann — Whitney U test) i HFD-
CD skupinom potomaka (P = 0,838, Mann — Whitney U test).
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Slika 5.24. Razdvojenost kostanih gredica (Tb.Sp) spuzvaste kosti Stakora hranjenih

razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05

Obujam i debljina kortikalne kosti

Iako nije nadena znacajna razlika u debljini kortikalne kosti medu pojedinim skupinama
potomaka (P = 0,290, Kruskal — Wallis test) (Slika 5.26.), najvisa vrijednost zabiljezena je u
HFD-HFD skupini (2070,72 [1637,59-3195,48] um), a najmanja u CD-HFD skupini potomaka
(1294,56 [1139,21-2180,91] um) skupini (Tablica 5.4.).
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Slika 5.25. Debljina kortikalne kosti (C.Th) Stakora hranjenih razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

Obujam kortikalne kosti bio je znacajno vec¢i u CD-CD skupini (80,36 [57,12-90,59] %)
u usporedbi s CD-HFD skupinom (40.71 [27,04-68,22] %) (Tablica 5.4., Slika 5.27.). U HFD-
HFD skupini potomaka nije bilo znacajnih razlika u obujmu kortikalne kosti usporedbom s
kontrolnom skupinom (P = 0,386, Mann — Whitney U test), CD-HFD skupinom (P = 0,071,
Mann — Whitney U test) i HFD-CD skupinom potomaka (P = 0,414, Mann — Whitney U test).
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Slika 5.26. Obujam kortikalne kosti (CV/TV) stakora hranjenih razli¢itom prehranom.

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Mann — Whitney U testom, razina znacajnosti je postavljena na a. = 0,05
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Tablica 5.4. Histomorfometriska analiza petog slabinskog kraljeSka kod promatranih skupina razli¢ito hranjenih muskih potomaka Stakora

Histomorfometriska analiza petog slabinskog kraljeska izrazeno u medijanu i granicama interkvartilnog raspona

Histomorfometriski *CD-CD TCD-HFD tHFD-CD §HFD-HFD [P
parametri
BV/TV (%) 17,56 [6,52-21,04] 11.28 [1,34-14,04] 27.29 [27,00-28,90] 21,34 [21,2-22,12] 0,008
**BS/ TV (/mm) 39,5 [17,53-155,94] 107,39 [14,66- 132,72] 160,33 [72,98-181,81] 129,37 [113,04-137,53] 0,085
F1Tb.Th (mm) 49,40 [21,91-194,94] 134,18 [18,33-166,04] 200.48 [91.22-227.28] 161,68 [141,26-171,96] 0,085
11Tb.N (mm) 0,155 [0,0975-0,44] 0,09 [0,0675-0,011] 0,135[0,12-0,148] 0,13 [0,13-0,15] 0,120
*#*Tb.Sp (mm) 0,64 [0,23-1,09] 1,19 [0,95-1,5] 0,73 [0,68-0,84] 0,76 [0,66-0,78] 0,018
+1+C.Th (um) 1,36 [5,68-2,00] 1,29 [1,13-2,18] 1,83 [1,31-2,20] 2,07 [1,63-3,19] 0,290
I1ICV/TV (%) 80,36 [57,12-90,59] 40.71 [27,04-68,22] 80,99 [54,98-92,75] 85,32 [79,49-120,73] 0,031

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom dijetom
§HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni

|| Razlike su testirane Kruskal - Wallisovim testom, razina znacajnosti je postavljena na o = 0,05
BV / TV obujam spuzvaste kosti

**BS / TV povrsina spuzvaste kosti

11 Tb.Th debljina kostanih gredica

11Tb.N broj kostanih gredica

***Tb.Sp razdvojenost koStanih gredica

11+C.Th debljina kortikalne kosti

1131CV / TV obujam kortikalne kosti
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Slika 5.27. Histoloski prikaz petog slabinskog kraljeska u Cetiri skupine muskih Stakora.

(A) CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom; (B) CD-HFD
majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce; (C) HFD-
CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom dijetom; (D)
HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni. U CD-HFD skupine koStane gredice su tanke, a
njihova razdvojenost je najizrazenija u usporedbi s ostalim skupinama. Bojanje: toluidin blue.
Mjerilo: 700 um.



5. 3. 2. Imunohistokemija analiza kosStanog tkiva

Imunokemijska reakcija s anti-TNF-alfa protutijelom pokazala je imunopozitivhu
reakciju razlicitih stanica u koStanoj srzi, ukljucujuéi adipocite i stanice krvotvorne loze. U CD-
HFD, HFD-CD i1 HFD-HFD skupini potomaka stanice endosta takoder su imunopozitivne za
razliku od CD-CD skupine potomaka. Mjestimi¢no se uocava signal u citoplazmi osteocita i
osteoblasta u kostanim gredicama spuzvaste kosti (Slika 5.28., Slika 5.29.)

Rezultatima ImagelJ analize utvrden je najjaci intenzitet imunohistokemijskog obojenja
u CD-HFD skupini nakon koje slijedi HFD-CD skupina (Slika 5.30., Slika 5.31.). Najslabiji

intenzitet zabiljeZen je u CD-CD skupini potomaka.

Slika 5.28. Negativna kontrola imunohistokemijskog bojenja petog slabinskog kraljeska CD-
HFD skupine.

CD-HFD - majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
(umjesto primarnog protutijela za TNF-alfa primijenjen je 1 x PBS). Nema
imunohistokemijskog bojenja, dominira hemalaun (pozadinsko bojenje). Mjerilo: 200um.
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Slika 5.29. Histoloska slika petog slabinskog kraljeska CD-HFD skupine.

CD-HFD - majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce.
Vidljiv je snazan imunohistokemijski signal u kostanoj srzi (zvjezdica), a pozitivan je i endost
sa stanicama koje morfoloSki odgovaraju osteoblastima (trokut) te osteociti (strelica).
Pozadinsko bojenje: hemalaun. Mjerilo: 200um.
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Slika 5.30. Imunohistokemijska analiza TNF-alfa u petom slabinskom kraljesku.

Prikazane su fotografije Cetiriju skupina potomaka Stakora. (A) CD-CD majka i potomak
hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom, (B) fotografija negativne kontrole CD-CD
skupine (C) CD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom
masnoce, (D) fotografija negativne kontrole CD-HFD skupine (E) HFD-CD majka masno
hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom dijetom, (F) fotografija
negativne kontrole HFD-CD skupine, (G) HFD-HFD majka i potomak masno hranjeni, (H)
fotografja negativne kontrole HFD-HFD skupine. Reprezentativni prikaz cetiriju skupina
zivotinja (jedna po svakoj skupini). Imunohistokemijsko obojenje najintenzivnije je u CD-HFD
skupini, a najslabije u CD-CD skupini. Imunohistokemijski signal bio je najjaci u koStanoj srzi
u razli¢itim stanicama krvotvorne loze pozitivnim na TNF-alfu koje nije moguce precizno
morfoloski diferencirati. Mjerilo: 200pm.
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Slika 5.31. Intenzitet imunohistokemijskog obojenja s anti-TNF-alfa protutijelom.

CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom, CD-HFD- majka
standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masno¢e, HFD-CD majka
masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom dijetom, HFD-HFD
majka 1 potomak masno hranjeni. Rezultati ImageJ analize pokazale su da je intenzitet
imunohistokemijskog obojenja bio najve¢i u CD-HFD skupini nakon koje slijedi HFD-CD
skupina. Signal u kontrolnoj (CD-CD) skupini bio je najslabiji.
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5. 3 3. Povezanost izmedu vrijednosti imunohistokemijskog obojenja TNF-alfa u kostanoj srzi
1 histomorfometrijske paramatara petog slabinskog kraljeska

Spearmanov koeficijent korelacije koriSten je u statistickoj analizi povezanosti
histomorfometrijskih parametara kostane stukture i intenziteta IHC obojenja s anti-TNF-alfom.
Znacajno 1 obrnuto proporcionalna korelacija nadena je izmedu intenziteta IHC obojenja s anti-
TNF-alfom i broja kostanih gredica (Tb.N) u skupini CD-HFD (p = 0,839 , P = 0,076). Obrnuto
je proporcionalna korelacija nadena izmedu intenziteta IHC obojenja s anti-TNF-alfom i
povrsine spuzvaste kosti (BS/TV) (p=-0,907, p= 0,033 ) te debljine kosStanih gredica (p= -
0,908, p = 0,033 ) u HFD-CD skupini. U HFD-HFD skupini Stakora debljina kortikalne kosti
obrnuto je proporcionalao korelirala s intenzitetom IHC obojenja s anti-TNF-alfom Sto je bilo

statisticki znacajno (p =- 0,999 , p = 0,014 ) (Tablica 5.5).

Tablica 5.5. Spearmanov koeficijent korelacije Rho (p) izmedu histomorfometrijskih
parametara kostane stukture i intenziteta TNF - alfa imunohistokemijskog obojenja kostanog

tkiva

*CD-CD majka i potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom

Spearmanov koeficijent korelacije Rho (p) (||P)

Skupine *CD-CD +CD-HFD THFD-CD §HFD-HFD

BV/TV -0.338(0.578)  -0.229 (0.711)  -0.572 (0.314) 0.819 (0.389)
*+BS/TV -0.243(0.673)  -0.367 (0.543)  -0.907 (0.033) 0.104 (0.933)
+1Tb.Th -0.243 (0.693)  -0.367 (0.543)  -0.908 (0.033) 0.106 (0.932)
F1Tb.N -0.068 (0.914)  -0.839 (0.076)  -0.508 (0.382) -0.227 (0.854)
*:+Th Sp 0.188 (0.761)  0.779 (0.12) 0.454 (0.432) 0.073 (0.954)
+1+C.Th -0.164 (0.793)  -0.416 (0.476)  -0.299 (0.625) -0.999 (0.014)
FTICV/TV  0223(0.719)  -0.497 (0.394)  -0.397 (0.508) -0.911 (0.271)

TCD-HFD majka standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce
THFD-CD majka masno hranjena, potomak hranjen standardnom laboratorijskom dijetom

§HFD-HFD majka i potomak masno hranjenu.
|| razina znacajnosti je postavljena na a = 0,05
BV / TV gustoca volumena koStanih gredica spuzvaste kosti
**BS / TV gustoca povrSine spuzvaste kosti
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T1Tb.Th debljina kostanih gredica
11Tb.N broj kostanih gredica

*#*Tb.Sp razdvojenost kostanih gredica
111C.Th debljina kortikalne kosti
111CV / TV volumen kortikalne kosti

5. 4. Analiza parenhima jetre

5. 4. 1. Stupanj ostecenja jetrenog parenhima

Pripremljeni 5 um debeli tkivni rezovi jetre bojani su s hemalaun eozinom. OStecenje
jetrenog parenhima semikvantificiralo se na razini od O — nema oste¢enja , 1 — malo podrucje
masnih kapljica, 2 — vece podrucje ispunjeno masnim kapljicama, 3 — veliko podrucje (Slika

5.32.).
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Slika 5.32. Reprezentativni prikazi kvatifikacije stupnja oStecenja parenhima jetre

(A) slika prikazuje zdravu jetru bez oStecenja koju smo obiljezavali s 0, (B) prikaz jetre
obiljezavan s 1, (C) prikaz jetre obiljezavan s 2 i (D) prikaz jetre obiljeZzavan s 3. Bojenje:
hemalaun-eozin, mjerilo: 60 pm.

Analiza stupnja oStecenja parenhima jetre pokazala je da skupina potomaka CD-HFD
(2,5 [1,75-3]) ima znacajno visi stupanj oSte¢enja. Sukladno tome, u spomenutoj skupini
zamijecen je veci broj oSte¢enih uzoraka, a vec€a povrsina jetrenog reznjica bila je ispunjena
nelobularnim masnim kapljicama u odnosu na kontolnu skupinu CD-CD (0,5 [0-1]), (P = 0,004,
Mann Whitney - U test,). Nije zabiljezena znac¢ajnost u stupnju ostecenja kod skupine HFD-CD
(1[1-2]) 1 HFD-HFD (1 [1-2,25]) skupine potomaka (Slika 5.33.).
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Slika 5.33. Prikaz rezultata patohistoloskog nalaza po skupinama Stakora.

Skupina CD-CD (majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom) imala je
normalnu jetru uz neznatna mjestimi¢na ostecenja. Skupina CD-HFD (majka standarno
hranjena, a potomak masno hranjen) imala je najizrazenije patoloske promjene parenhima jetre
u vidu masne degeneracije koja je mjestimi¢no zahvacala veci dio vidnog polja. U skupinama
HFD-CD (majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom
dijetom) i HFD-HFD (majka i potomak masno hranjeni) patoloske promjene bile su nesto manje
izrazene nego u CD-HFD skupini, no jo$ uvijek znatno izrazenije nego u kontrolnoj skupini.
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5. 4. 2. Imunohistokemijska analiza na TNF-alfa

Imunohistokemijska analiza pokazala je signal prisutan u citoplazmi dok se jezgre u
pravilu nisu bojile. U CD-CD skupini signal je bio vidno najslabiji, najbolje vidljiv u podrucju
oko centralne vene dok je prema rubovima jetrenog reznji¢a gubio na intenzitetu. U ostalim
skupinama signal je bio znatno ja¢i, osobito u skupini CD-HFD. U tim skupinama
imunohistokemijsko bojenje jetrenog parenhima bilo je ravnomjerno rasporedeno po cijelom
jetrenom reznjicu. Ostale stanice koje su vidljive na preparatu (koje bi morfoloski mogle
odgovarati endotelu kapilara i mjestimic¢no Itovim stanicama) nisu se bojile na anti - TNF-alfi.

Na negativnim kontrolama signal nije bio vidljiv.

Slika 5.34. Negativna kontrola jetrenog parenhima

(umjesto primarnog protutijela za TNF-alfu primijenjen je 1xPBS) ne pokazuje
imunohistokemijsko bojanje, samo plave nijanse hemalauna (pozadinsko bojanje). Mjerilo:
200pm.
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Slika 5.35. Pozitivan signal u jetri HFD-CD Sstakora.

Jasno se vidi signal imunokompleksa u citoplazmi gotovo svih hepatocita u vidnom polju.
Sinusoidne kapilare ne sadrze pozitivne stanice. Pozadinsko bojenje: hemalaun. Mjerilo:

200pm.
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Slika 5.36. Reprezentativni prikazi imunohistokemijskog bojanja u jetrenom parenhimu
Cetiriju skupina razli¢ito hranjenih potomaka $takora (jedna po svakoj skupini).

(A) CD-CD majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom, (B) fotografija
negativne kontrole CD-CD skupine, (C) CD-HFD majka standarno hranjena, a potomak
stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce, (D) fotografija negativne kontrole CD-HFD
skupine (E) HFD-CD majka masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom
laboratorijskom dijetom, (F) fotografija negativne kontrole HFD-CD skupine (G) HFD-HFD
majka i1 potomak masno hranjeni, (H) fotografija negativne kontrole HFD-HFD skupine. Na
preparatu jetre CD-CD skupine signal se nalazi u srediStu reznjica (oko srediSnje vene) dok je
na rubovima reznji¢a uglavnom slab ili ga nema. Jetra CD-HFD skupine najsnaznije se boja na
TNF-alfi, a po intenzitetu ju slijede skupina HFD-HFD, a potom HFD-CD. U svim trima
eksperimentalnim skupinama signal je difuzno rasporeden po jetrenim reznji¢ima. Pozadinsko
bojenje: hemalaun. Mjerilo: 200pum.
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Slika 5.37. Intenzitet imunohistokemijskog obojenja s anti — TNF — alfa protutijelom u
jetrenom parenhimu Cetiriju skupina razli¢ito hranjenih potomaka Stakora.

CD-CD (majka 1 potomak hranjeni standardnom laboratorijskom dijetom), CD-HFD (majka
standarno hranjena, a potomak stavljen na dijetu s visokim udjelom masnoce), HFD-CD (majka
masno hranjena, a potomak zatim hranjen standardnom laboratorijskom dijetom), HFD-HFD
(majka i potomak masno hranjeni). Intenzitet TNF — alfa imunohistokemijskog obojenja TNF-
alfe izracunat je uz pomo¢ programa ImagelJ. Bojenje je najintenzivnije u CD-HFD skupini, a
najmanje intenziteta zabiljezeno je u CD-CD skupini.
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6. RASPRAVA

Koncept programiranja i epigenetskog utjecaja majke za vrijeme trudnoce 1 laktacije,
prvo je predlozio Barker (221, 222) hipotezom da promjene tijekom intrauterinog Zivota utjecu
na razvoj bolesti kasnije u Zivotu. Sire¢i tu hipotezu, brojna ranija istraZivanja pokazala su da
ogranicenje maj¢ine prehrane u intrauterinom periodu uvjetuje niski rast i usporeni razvoj
potomka (223-228). OgraniCenje prehrane kasnije u trudno¢i i/ili postnatalna pretjerana
prehrana (229) povezane su s metabolickom disfunkcijom kasnije u zivotu (230, 231).

Tako osmisljeno istrazivanje u kojem je analiza provedana na cCetirima razli¢ito
hranjenim skupinama potomaka i njihovih majki nudi priliku kontroliranog pra¢enja promjena

uzrokovanih izmjenom intrauterine / postnatalne prehrane.

6.1. Tjelesna tezina i indeks tjelesne mase u muskih potomaka Stakora

Ovim je istrazivanjem utvrdeno da se tjelesne tezine razliito hranjenih potomaka
Stakora razlikuju promatrajuci Cetvrti tjedan starosti, nakon perioda laktacije. Naime, potomci
HFD majki imaju manju tjelesnu tezinu od potomaka majki koje su hranjene standarnom
laboratorijskom prehranom (Slika 5.1., Tablica 5.1).

Nedavno provedenim istrazivanjem o ruziCastim adipocitima, koji nastaju tijekom
trudnoce 1 laktacije, a diferenciraju se iz potkoznog bijelog masnog tkiva, utvrdeno je da uz
mlijeko izlucuju i leptin koji ima vaznu ulogu u prevenciji pretilosti kod potomaka (23). Iako
se ovim istrazivanjem nije mjerila koncentracija leptina u serumu mladuncadi, moguce je da se
taj adipocitokin izlu¢io u majc¢inom mlijeku $to bi se moglo povezati s njihovom malom
tjelesnom tezinom u razdoblju nakon laktacije, i to u HFD-CD 1 HFD-HFD skupinama

Vazno je takoder imati na umu da su HFD majke imale ogranic¢en dnevni pristup hrani
od 30 g po zivotinji dok su CD majke imale pristup ad libidum §$to je ucinjeno da bi se sprijecilo
povecanje tjelesne mase u HFD skupinama uzrokovano prekomjernom uporabom
visokokalori¢ne hrane.

Do sada provedena istrazivanja podupiru teoriju da neadekvatna prehrana majke za
vrijeme trudnoc¢e dovodi do znacajnih promjena u veli¢ini tijela i metabolizmu potomaka kako

bi se potomci bolje prilagodili otezanim uvjetima nestaSice hrane nakon rodenja (232).
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Masno hranjeni potomci (CD-HFD i HFD-HFD skupina), iako hranjeni prehranom
bogatom mastima, pokazuju manju tjelesnu tezinu kroz cijeli vremenski period trajanja pokusa
u odnosu na Zivotinje koje su hranjene standardnom laboratorijskom hranom bez ograni¢enja.
Kako bi se prevenirao nastanak pretilosti zbog prekomjernog unosa hrane, a time 1 utjecaj takve
prehrane na koStano tkivo i jetru, ovako kontrolirana prehrana ipak je omogucavala dovoljan
unos hrane kod masno hranjenih Stakora te nije bilo restrikcijskog utjecaja izmijene rezima
hranjenja (233). Upravo tako kontrolirana prehrana najbolje oponaSa prehrambene navike
zapadnih zemalja gdje je pretilost u alarmantnom porastu (234 - 236).

Drzi se da su ograniCenja pristupa hrani i smanjeni unos masne prehrane u HFD
skupinama potomaka pridonijeli njihovom manjem prirastu tjelesne tezine u odnosu na druge
skupine potomaka.

Djeca pretilih majki imaju ve¢i rizik od razvoja debljine (237, 238), inzulinske
rezistencije (239, 240) i metabolickog sindroma (241) u odnosu na djecu potomke Zena
normalne tezine.

Vazno je naglasiti da se tjelesna tezina potomaka mijenjala u razdolju odvajanja od
majki kada su nakon laktacije stavljeni na drugi nacin prehrane. Tako su u skupinama kod kojih
je doSlo do zamjene intrauterine ili postnatalne prehrane nadene znacajne razlike u kilazi,
usporedujuc¢i ih s kontrolnom skupinom i s masnom (HFD-HFD) skupinom. Primjerice,
zivotinje iz CD-HFD skupine imale su najvisu zabiljezenu tjelesnu tezinu u trenutku odvajanja
od majki (Cetvrti tjedan, 78,05 [76,18-85,50] g), da bi u razdoblju od jedanaest tjedana, kada su
hranjene masnom prehranom (30 gpo Zivotinji), pokazale mali prirast tjelesne tezine u
usporedbi s ostalim skupinama. Suprotno tomu, kod Zivotinja iz HFD-CD skupine po¢etna mala
tjelesna tezina nakon razdoblja hranjenja kontrolnom prehranom pokazala je najveci prirast od
125,65 [121,18-132,90] po gramu (slika 5.7., Tablica 5.1).

Utvrdilo se takoder da se ITM potomaka nije znacajno razlikovao (242) sto upucuje da
pronadene razlike tjelesne tezine najvjerojatnije nisu uzrokovane prehrambenim ograni¢enjima.
To je u skladu s ranije objavljenim rezultatima (203) kojima se pokazalo da nema znacajne
razlike izmedu ITM majki hranjenih standardnom laboratorijskom hranom u odnosu na one
hranjene prehranom visokog udjela masnoca i nisu pronadene znacajne razlike u usporedbi
ITM-a Zenskih potomaka.

Pretpostavlja se da je promjena okolisa i prehrane nakon rodenja dovela do opisanih
promjena tjelesne tezine Sto je moglo potaknuti catch-up fenomen rasta i1 rezultirati s

odgovaraju¢im vrijednostima [TM-a (243).
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Ta su zapazanja u skladu i s hipotezom ,,Stedljivog fenotipa“ jer upucuju na Cinjenicu
da je majka svojom prehranom stvorila ,,bolju prilagodbu jedinke S§to je pomoglo tim
potomcima da se bez vecih oscilacija tjelesne tezine prilagode, ali samo onda kada su bili

hranjeni istom prehranom kao i majke (48) (Tablica 5.1.).

6. 2. Analiza uzorka krvi

Ovim istrazivanjem utvrdena je najviSa koncentracija triglicerida u serumu potomaka
majki hranjene dijetom visokog udijela masno¢e (HFD-CD 1,03 [0,88-1,24] mmol/L i HFD-
HFD 1,12 [1.02- 1,39] mmol/L).

Taj rezultat u skladu je s istrazivanjem Ornellasa i sur. kao jednim od prvih takvih
istrazivanja koje govori da povisena koncentracija lipida u mlijeku HFD majki moze izazvati i
visoku koncentraciju lipida u plazmi potomaka u razdoblju laktacije (244). Neka novija
istrazivanja takoder su potvrdila rezultate spomenutog istrazivanja (245, 246).

Najvise razine kolesterola u serumu pronadene su u HFD-HFD skupini (2,45 [2,32-2,90]
mmol/L) nakon koje slijedi CD-HFD skupina (2,31 [2,08-2,56] mmol/L). Obje skupine imale
su znaCajno visu razinu kolesterola u odnosu na potomke hranjene standardnom
laboratorijskom prehranom. Takvi rezultati upucuju na to da prehrana majki s visokim udjelom
masnoca za vrijeme trudnoce i laktacije dovodi do poviSene razine triglicerida i kolesterola u
krvi §to se kao suviSak energije vjerojatno prenosi na potomstvo kroz dojenje. Knopp 1 sur.
pokazali su da je prva etapa metabolizma masnog tkiva obiljeZena porastom unosa hrane,
povecanim razinama inzulina u plazmi i povecanim izmjenama jetrene glukoze u slobodne
masne kiseline (247). Ukupan rezultat te metabolicke promjene primijecen je kod potomaka
nakon uzimanja maj¢inog mlijeka. Franco 1 sur. upucuju da veca razina masti i proteina u
maj¢inom mlijeku poti¢e ranu preuhranjenost potomaka i dovodi do dodatnog skladiStenja
energije u obliku masti pa ti isti potomci imaju vecu zalihu glikogena i hiperglikemiju kao
rezultat povecane glukoneogeneze (245).

Najveca koncentracija TNF-alfe u serumu pronadena je u CD-HFD skupini (62,19
[57,26-67,42] pg/ml) koja ima 1 najvece vrijednosti kolesterola te se moze pretpostaviti da je
izlu€ivanje proupalnih citokina vjerojatno potaknuto lipoproteinom male gustoce (248). Tu

skupinu slijedi HFD-CD (58,43 [56,70-59,47] pg/ml) skupina takoder s visokom razinom TNF-
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alfe Sto upucuje na upalni odgovor obje skupine potomaka kao i na to da su ti potomci vise
osjetljivi na promijenjenu prehranu.

S druge strane, najveca je razina IL-6 u serumu pronadena kod HFD-CD potomaka
(130,53 [116,42-217,78] pg/ml) koji su imali stalni najveci prirast tezine $to upucuje na to da
je povecani proupalni odgovor povezan s pretiloséu (249). Spomenutu skupinu slijedi CD-HFD
skupina (118,39 [79,41-221,78] pg/ml) kod koje je, kako je gore navedeno, zabiljeZena i najvisa
serumska koncentracija TNF-alfe.

Iz svega se moze zakljuciti da nepovoljno postnatalno okruzenje, tj. izmijena rezima
prehrane koju je mladunc¢ad upotrijebila nakon rodenja potice proupalni odgovor u HFD-CD i

CD-HFD skupinama.

6. 3. Analiza petog slabinskog kraljeska

U pretilosti se nakuplja masno tkivo u vecini organa, pa tako i u koStanoj srzi. To je
poticaj za aktivaciju makrofaga iz kojih se izdvajaju preosteoklasti, a na njihovo dozrijevanje i
aktivnost utje¢e RANKL, ¢lan podobitelji TNF-alfe.

TNF-alfu 1 IL-6 u opisanom podru¢ju koStane srzi izlucuju adipociti potaknuti
makrofazima (250 - 252). Kontrolirana istrazivanja zivotinjskih modela pretilosti korisne su za
proucavanje mehanizma u kojima prekomjerno nakupljanje masnoce utjece na metabolizam
kostiju. Koristenjem modela pretilosti izazvanim masnom prehranom Cao i sur. pokazali su da
prehrana miSeva hranom visokog udjela masnoca (45 % kalorijske vrijednosti dolazi u obliku
masti) dovodi do smanjenja obujma spuzvaste kosti 1 broja koStanih gredica u proksimalnoj
tibiji nakon Cetrnaest tjedana, i to unato¢ znatnom povecanju tjelesne mase i posljedicnom
biomehani¢kim optere¢enju kosti s postignutom tjelesnom masom (115). Neka druga
istrazivanja upucuju na slicne mikrostrukturne promjene spuzvaste koStane tvari nastale
djelovanjem proupalnih citokina izlucenih od makrofaga kostane srzi za koje je ve¢ receno da
poticu aktivnost osteoklasta, ali i smanjuju ekspresiju IL-10 (253). U Zivotinjskim modelima u
kojima je pretilost izazvana masnom prehranom utvrdeno je povecano nakupljanje masnih
stanica u koStanoj srzi koje je popraceno smanjenom mineralnom gusto¢om kostiju na
razli¢itim mjestima u kosturu te upalnom reakcijom reguliranom gamma receptorom aktivacije
proliferacije peroksisoma cathepsina K, IL-6 1 TNF-alfe (117). Oc¢ekuje se da bi se budu¢im
istrazivanjima kvantificirala razina ekspresije mRNA TNF-alfe u masnim stanicama koStane

srzi 1 time razjasnilo mehanizme kojima adipocitokini utjecu na kostanu remodelaciju.
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Biomehanicko opterecenje potice stvaranje nove kosti kako je dokazano u procesima
kostane modelacije, remodelacije i cijeljenja (216). I dok je vecéina znanstvenih radova
usmjerila istrazivanje na goljenicnu i bedrenu kost koje podnose najvece biomehanicko
opterec¢enje u pokusnih zivotinja, ovim istrazivanjem Zzeli se iskljuciti u¢inak biomehanickog
opterecenja, a to se postiglo odabirom slabinske kraljeznice koja ima razli¢itu ulogu kod
covjeka u odnosu na Stakora (98, 254 - 256). Naime, vazno je zamijetiti da je Stakor tetrapodna
zivotinja za razliku od ¢ovjeka koji je bipedalan organizam pa se odabirom petog slabinskog
kraljeska ve¢inom iskljucio fizioloski utjecaj tjelesne tezine na kost ¢ime se moglo pratiti kako
masne promjene u koStanoj srzi i s njima povezane upalne promjene mijenjaju obujam i
strukturu koStanog tkiva.

Najvece vrijednosti koStanog obujma i povrsine te debljine koStanih gredica zabiljezene
suu HFD-CD skupini (BV/TV 27,29 [27,00-28,90] %, BS/TV 160 [72,98-181,81] /mm) §to bi
se moglo objasniti ¢injenicom da je masna prehrana majki za vrijeme trudnoce i laktacije
djelovala povoljno na kostano tkivo potomaka (257).

Najmanje vrijednosti obujma spuzvaste kosti pronadene su u CD-HFD skupini (11,28
[1,34-14,04] %), koju takoder karakterizira najmanji broj kostanih gredica (0,09 [0,0675-0,011]
mm) i najveca razdvojenost medu kostanim gredicama (1,19 [0,95-1,5] mm). Takav rezultat
upucuje na narusenu kostanu mikrostrukturu toj skupini (Tablica 5.4., Slika 5.21., 5.24.15.25).

HistoloSka analiza govori o dobroj mineralizaciji slabinskog kraljeSka u dvadeset
drugom tjednu starosti, ali upucuje i na odredeni zastoj u razvoju kostanih gredica spuzvaste
kosti. Na mjestu gredica u kostanoj srzi vidljive su velike povrSine infiltrirane masnim tkivom
1 upalnim stanicama (Slika 5.19.). Pretpostaviti je da u opisanom primjerku adipociti koStane
srzi pojacano izluCuju upalne citokine koji zatim stimulacijom osteoklastogeneze i koStane
resorpcije usporavaju procese modelacije 1 formacije novog kostanog tkiva kod CD-HFD
potomaka (258).

Imunokemijska analiza pokazala je da su razlicite stanice koStane srzi imunopozitivne
na TNF-alfu, ukljucujuéi adipocite i stanice krvotvorne loze, $to donekle potvrduje gore
navedene mehanizme koji su posredovali u usporenoj modelaciji spuzvaste kosti petog
slabinskog kraljeska. U istoj CD-HFD skupini zabiljezen je i najjaci intenzitet TNF-alfe
imunohistokemijskog  obojenja  §to  posredno  potvrduje ulogu TNF-alfe wu
RANK/RANKL/OPG-ovu putu koji je dokazano najvazniji za dinamiku koStane pregradnje
(259) (83). Zhang K i sur. su pokazali da u Zivotinja s isklju¢enim TNF-alfa genom koji su bili
hranjeni masnom dijetom kroz dvanaest tjedana, broj kostanih gredica bedrene kosti znacajno

smanjen u kontrolnih Zivotinja, dok je zabiljeZen porast u Zivotinja s isklju¢enim genom za
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TNF-alfa (260). Nadalje, uz broj koStanih gredica zabiljezen je i pad broja adipocita i
osteoklasta u spomenutim geneticki modificiranim Zivotinjama. Spomenuti rad dodatno
podupire rezultate ovog istrazivanja i isti¢e kako TNF-alfa ima klju¢nu ulogu u koStanoj
modulaciji masno hranjenih zivotinja.

Nalaz znac¢ajne i obrnuto proporcionalne korelacije izmedu intenziteta IHC na TNF-alfu
1 broja kostanih gredica spuzvaste kosti u CD-HFD skupini (Tablica 5.4.) dodatno potvrduje
sve druge ovdje prisutne nalaze koje govore u prilog ¢injenici da TNF-alfa potice koStanu
resorpciju Sto je kod tih zivotinja dovelo do poremecaja u razvoju koStanih gredica kao
posljedica usporene koStane modelacije. Znacajna i obrnuto proporcionalna korelacija nadena
je u HFD-CD skupini u intenzitetu [HC na TNF-alfi i obujmu spuzvaste kosti te debljini
kostanih gredica. Takav rezultat govori u prilog smanjenoj kostanoj povrsini zbog stanjivanja
kostanih gredica, a izgled je razlog resorpcija izazvana upalnim djelovanjem TNF-alfe. U
skupini HFD-HFD znacajna i obrnuto proporcionalna korelacija nadena je izmedu intenziteta
IHC na TNF-alfu i debljine kortikalne kosti. Budu¢i da potomci HFD-CD i HFD-HFD skupine
potjecu od masno hranjenih majki, moze se pretpostaviti da je maj¢ina prehrana bogata mastima
pridonijela njthovom boljem stanju kostane mase u odnosu na CD-HFD skupinu (Tablica 5.4.).

Spuzvasta kost kontrolne skupine karakterizirana je s najve¢im brojem kostanih gredica
(0,155 [0,0975-0,44] mm) i s najmanjom razdvojenosti medu njima (0,64 [0,23-1,09] mm) S§to
upucuje na ocuvanu mikrostrukturu kostanog tkiva. Debljina kosStanih gredica suzvaste kosti
bila je najmanja u toj skupini (49,40 [21,91-194,94] mm) i znaCajno se razlikovala u odnosu na
HFD-CD skupinu. Moze se re¢i da je majcina masna prehrana djelovala zaStinicki, kako u
najvecem prirastu tjelesne tezine, tako i u najdebljim kostanim gredicama u spomenutoj skupini
mladuncadi.

Vrijednosti debljine i obujma kortikalne kosti najve¢i su u HFD-HFD skupini nakon
¢ega slijedi HFD-CD skupina dok su najniZe vrijednosti kortikalnih parametara nadene u CD-
HFD grupi.

Moze se zakljuciti da prehrana visokog udjela masnoca ima izravan i neizravan utjecaj
na obujam i strukturu koStanog tkiva petog slabinskog kraljeska. Poremecaj strukture spuzvaste
kosti prisutan u CD-HFD skupini moze se objasniti izravnim utjecajem masne prehrane na
metabolizam koStanog tkiva potomaka. S druge strane, spuzvasta kost potomaka onih majki
koje su uzimale hranu visokog udjela masnoca pokazuje visoke vrijednosti obujma spuzvaste
kosti 1 debljine kostanih gredica te visoke vrijednosti obujma i debljine kortikalne kosti Sto
upucuje na djelovanje odredenih zastitnickih mehanizama iz okoliSa na koStanu pregradnju u

razdoblju intrauterinog razvoja i laktacije u HFD-CD 1 HFD-HFD skupinama.
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6. 4. Analiza parenhima jetre

Rezultati ovoga istrazivanja upucuju da masna prehrana majki za vrijeme trudnoce i
laktacije te promijenjena postnatalna prehrana doprinose ve¢ opisanim promjenama obujma i
strukture koStanog tkiva i promjenama u gradi drugih organa.

Analiziraju¢i postotni udio mase izoliranih organa u odnosu na ukupnu tjelesnu tezinu
Stakora, znac¢ajno vecu masu jetre, testisa, lijevog bubrega i timusa imaju potomci iz skupine
koja je hranjena prehranom visokog udjela masnoce. To Cesto stanje zabiljezeno je kod svih
genetskih ili eksperimentalno induciranih pretilih glodavaca (261 - 263). Tako je HFD-HFD
skupina imala sve navedene organe znacajno teze u odnosu na vlastitu tjelesnu tezinu nego
kontrolna skupina (Tablica 5.2.), a nakon HFD-HFD skupine tezinom organa slijedi CD-HFD
skupina.

Znacajno veci udio mase jetre u odnosu na tjelesnu tezinu imala je CD-HFD skupina
(3,39 [3,25-3,76] g) kada se usporedila s drugim skupinama potomaka. lako je spomenuta
skupina potomaka pokazala gubitak tjelesne tezine i nizak ITM, tezina promatranih organa u
CD-HFD skupini znacajno je veca od kontrolne skupine Sto upucuje da je takvom rezultatu
pridonijela prehrana visokog udjela masnoce $to je utvrdeno i u nekim drugim znanstvenim
istrazivanjima (264-266).

Nije bilo znacajnih razlika u vrijednostima ALT-a i AST-a usporedujuci Cetiri razliCito
hranjene skupine potomaka $to upucuje da kontrolirana masna ishrana (30 g po zivotinji) majke
1 potomka nije imala izravan utjecaj na jetrene enzime. Negativan utjecaj masne prehrane na
razine ALT-a 1 AST-a su odve¢ poznate (267), zbog toga je ucinjena dodatna analiza jetrenog
parenhima.

Histoloska analiza radi odredivanja stupnja oSte¢enja uzrokovano masnom prehranom
omogucila je bolji uvid u promijenjenu strukturu parenhima jetre. Analiza stupnja oSte¢enja
jetrenog parenhima pokazala je nakupljanje masnih kapljica u ve¢em podrucju jetrenog reznjic¢a
pri cemu je najveci stupanj oStec¢enja zabiljezen u CD-HFD skupini (2,5 [1,75-3]) (Slika 5.33.).
Uz spomenuti visoki stupanj oStec¢enja jetrenog parenhima u CD-HFD skupini potomaka prati
ga i rezultat visokog udjela teZine jetre usporedujuci sa ostalim skupinama potomaka.

Naime, takvi rezultati upucuju da je negativan utjecaj izmjene majcine i postnatalne
prehrane visokim udjelom masnoce prevladao utjecaj direktne prehrane. Kontrolirana
istrazivanja masne prehrane na Zivotinjama (201, 268, 269) i ljudima (270, 271) pokazala su da
povisene koncentracije cirkuliraju¢ih citokina poticu kaskadu upalnih procesa. Naime, masna

prehrana potice reakciju fosforilacije na Toll-like receptoru 4 (TLR4) i promociju
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transkripcijskog faktora NF-kB u jezgri koji aktiviraju transkripciju citokina IL-6 1 TNF-alfu
kao vazne citokine upalnog odgovora (272). Nadalje, TNF-alfa izluCuje vise upalnih stanica
poput monocita/makrofaga, neutrofila i T-stanica te nekoliko vrsta tkiva kao Sto su endotel,
masno tkivo 1 stanice ziv€anog tkiva. Vazno je napomenuti da se spomenuti citokin izlucuje iz
hepatocita i Kupfferovih stanica (273). Istrazivanja su pokazala da je upravo TNF-alfa prilicno
upleten u evoluciji masne jetre u NASH-u kod ljudi i Zivotinja (273 - 276).

Imunohistokemijska analiza s anti-TNF-alfa protutijelom na jetrenom parenhimu je
pokazala signal prisutan u citoplazmi dok se jezgre u pravilu nisu bojile. U CD-HFD skupini
potomaka IHC bojenjena TNF-alfa jetrenog parenhima bilo je ravnomjerno rasporedeno po
cijelom jetrenom reznji¢u. Takav rezultat upucuje na povezanost izmedu masnih promjena u
parenhimu 1 upalne reakcije jetre koja je potvrdena s najjacim signalom IHC na TNF-alfi u
spomenutoj skupini te nadalje upucuje na sustavnu upalu u toj skupini koja je utvrdena
najve¢om razinom TNF-alfa (62,19 [57,26-67,42] pg/ml) u krvi. (Slika 5.18. Tablica 5.3.).
Takvi rezultati prate i druga znanstvena istrazivanja koja govore kako prehrana bogata mastima
dovodi do promijene u metabolizmu lipida, pojacanom lucenju upalnih citokina, oksidativnom
stresu 1 progresiji NAFLD kod ljudi i zivotinja (277 - 279).

Visoke razine IL-6 zabiljezene su u CD-HFD (118,39 [79,41-221,78] pg/ml) i HFD-CD
(130,53 [116,42-217,78] pg/ml) skupini potomaka Sto se znacajno razlikovalo u odnosu na
kontrolnu skupinu. Rezultati dosadasnjih istrazivanja navode negativhu ulogu IL-6 u
patogenezi masne jetre. Tako je kod Stakora kojima je pretilost izazvana masnom prehranom
osjetljivost jetre na inzulin poboljSana nakon terapije s anti-IL-6 protutijelom (280) te se za IL-
6 drzi da je marker inzulinske rezistencije i kardiovaskularnih bolesti. Nakon operacije Zelucane
premosnice pacijenti su pokazali smanjenu koncentraciju IL-6 koja je bila direkno
proporcionalna s izgubljenim kilogramima tjelesne tezine i1 stupnjem osStecenja jetre (281).

U novijoj studiji, Chen X 1 sur. su pokazali u Zivotinja s isklju¢enim genom za IL-6 i
TNF-alfa koji su koristili masnu prehranu kroz period od dvanaest tjedana, velike oscilacije
tjelesne tezine, hiperglikemiju i1 visoki stupanj oStecenja jetrenog parenhima u usporedbi s
masno hranjenom kontrolnom skupinom. Nadalje, kod Zivotinja s isklju¢enim genom za IL-6
koji su koristili standarnu ili masnu prehranu pokazuju slican metabolicki profil kao kontrolna
skupina na prehrani bogatoj mastima (282). Takva studija pokazuje da potpuna blokada IL-6 1
TNF-alfa nije rijeSenje u lijeCenju pretilosti i pridruzenim bolestima metabolickog sindroma te
da je izuzetno kompleksna i joS uvijek slabo istrazena. U skupini HFD-CD zabiljezena je manja

tezina jetre 1 manji stupanj oStecenja jetrenog parenhima, kao i bolja mikrostruktura kostanih
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gredica spuzvaste kosti, ali najvis$a razina IL-6 §to nam upucuje na mogucu protektivnu ulogu
spomenutog citokina u ovoj skupini, kako na metabolizam jetre, tako i na koStani sustav.
Promatraju¢i cjelokupne rezultate analize jetrenog parenhma, u skupini CD-HFD
zabiljezena je najviSa koncentracija upalnog citokina TNF-alfa, najjaci intenzitet bojanja IHC
na TNF-alfe te uz tezinu jetre, najveci stupanj oStecenja jetrenog parenhima, a ne u ocekivanoj
HFD-HFD skupini potomaka. Takvi rezultati mogu se objasniti boljom prilagodbom HFD-HFD
skupine na promjene u prehrani nakon laktacije nego Sto se na iste promijenjene uvjete prehrane
mogla prilagoditi CD-HFD skupina potomaka. Upravo izmijena intrauterine i postnatalne
prehrane u toj skupini dovela do upalnog odgovora uzrokovanog dodatnom postnatalnom
masnom prehranom. Znanstvenu podlogu za takvo razmi$ljanje nalazi se takoder u DOHaD

modelu (283, 284) i spomenutoj hipotezi ,,Stedljivog fenotipa“ (48, 285).

6.5. Nova podrucja istraZivanja koja otvara ova disertacija

Ova disertacija dio je velikog projekta naziva Utjecaj prehrane majke za vrijeme
trudnoce i laktacije na ekspresiju vaznih citokina na postnatnu prehranu potomaka te je otvorila
nova podrucja istraZivanja na temu izmjene rezima prehrane i nova podrucja istrazivanja
kostanog tkiva.

Analizom petog slabinskog kraljeSka kod razli¢ito hranjenih muskih potomaka Stakora
doslo se do novih spoznaja utjecaja masne prehrane na obujam 1 strukturu kostanog tkiva.
Nadalje, uspjelo se izdvojiti rizi¢nu skupinu potomaka Stakora (CD-HFD) u kojoj su utvrdene
najvece promjene kosStanog tkiva te najjaci upalni odgovor.

Takvo istrazivanje moglo bi se proSiriti na Zenske potomke uz dodatnu analizu hormona
estrogena (koji luci i samo masno tkivo) 1 koji ima protektivan ucinak na kostani metabolizam
(286). Takoder bi bilo zanimljivo prosiriti istrazivanje na imunohistokemijsku analizu jetrenog
parenhima u Zenskih potomaka kako bismo saznali kakav je u¢inak protektivnih adipocitokina
u patogenezi nealkoholne masne jetre.

Uz postojecu suradnju s Medicinskim fakultetom Sveucilista u Rijeci i projektom Uloga
kostanog morfogenetskog proteina-9 u akutnom i kronicnom ostecenju jetre, ocekuje se da bi
se postojece istrazivanje moglo proSiriti na imunohistokemijsku analizu BMP-9 u ciljnim
organima (jetra i kost) jer je taj protein hepatogen (potjece iz jetre) te ima sli¢na svojstva kao
inzulin.
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Nova podrucja takoder se otvaraju u ispitivanja svojstava masnog tkiva, morfologije
adipocita te uloge protektivnih adipocitokina u metabolizmu kosti.
Objavljeni znanstveni radovi iz gore navedenih projekata upucuju na vaznost i

znanstvenu popularnost ove doktorske disertacije.
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7. ZAKLJUCCI

Tjelesna tezina i indeks tjelesne mase

Muski potomeci iz CD-HFD i HFD-HFD skupina hranjeni prehranom bogatom mastima
imaju manju tjelesnu tezinu u odnosu na zivotinje koje su hranjene standardnom
laboratorijskom hranom, moguce je zbog njihovog ogranic¢enog pristupa hrani dok su CD-CD

1 HFD-CD skupine imale pristup hrani ad libidum.

Biokemijska analiza seruma

Najvece koncentracije kolesterola i triglicerida zabiljezene su u HFD-HFD skupini dok
se koncentracija jetrenih enzima nije statistiCki znaCajno razlikovala izmedu ispitivanih
skupina.

U CD-HFD 1 HFD-CD skupinama zabiljezene su vece koncentracije upalnih citokina
IL-6 1 TNF-alfe, a razlog takvom nalazu vjerojatno je promijenjena postnalna prehrana u

navedenim skupinama.

Analiza strukture petog slabinskog kraljeska

Peti slabinski kraljezak CD-HFD skupine pokazuje izrazito nakupljanje masnog tkiva
u kostanoj srzi, niske vrijednosti kostanog obujma i poremecaj mikrostrukture spuzvaste
kostane tvari. U istoj skupini naden je i najjaci intenzitet TNF-alfa imunohistokemijskog
obojenja u kostanoj srzi te najveca koncentracija TNF-alfe u serumu §to upucuje na povezanost

izmedu proupalnih citokina i gore navedenih promjena u spuzvastoj kostanoj tvari.
Analiza jetrenog parenhima

U CD-HFD skupini potomaka, uz najtezu jetru, zabiljeZen je i najveci stupanj ostecenja
jetrenog parenhima te najjaci intenzitet TNF-alfa imunohistokemijskog obojenja, koju prati i

visoka koncentracija cirkuliraju¢ih upalnih citokina (IL-6, TNF-alfa), §to sve skupa potvrduje

dosadasnje spoznaje o ulozi TNF-alfe u patogenezi NAFLD-a.
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Analiza povezanost strukture petog kralje§ka i promjena jetrenog parenhima

Nasim rezultatima utvrdene su promjene kostanog tkiva u rizicnoj CD-HFD skupini,
koje su karakterizirane sa niskim vrijednostima koStanog obujma te s poremecajem
mikroarhitekture spuzvaste koStane tvari, $to je rezultiralo s nedovoljno razvijenim koStanim
gredicama u dvadeset drugom tjednu zivota mladuncadi. Ta skupina takoder ima najveci
stupanj osStec¢enja jetrenog parenhima, najveci udio mase jetre u odnosu na tjelesnu tezinu
Stakora te najjaci upalni odgovor u parenhimu jetre i u cirkulaciji. Iz svega gore navedenog
moze se zakljuciti da nagli prelazak na masnu prehranu, nakon perioda laktacije, ne utjece
povoljno na obujam i mikrostrukturu petog slabinskog kraljeska te na fiziologiju jetre u CD-

HFD skupini potomaka
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8. SAZETAK

Utjecaj prehrane bogate mastima na obujam i strukturu koStanog tkiva te na

parenhim jetre u muskih potomaka Stakora

Cilj: utvrditi kako prehrana majki tijekom trudnoce 1 laktacije te prelazak muskih potomaka
Stakora na drugi rezim masne prehrane moze utjecati na tjelesnu kilazu, indeks tjelesne mase,
koncentraciju upalnih citokina u krvi te na intenzitet imunohiskemijskog obojenja TNF-alfe u
kostanom tkivu i u parenhimu jetre. Nadalje, utvrditi kako masna prehrana moze izazvati masnu
infiltraciju u koStanoj srzi i u parenhimu jetre §to dodatno izaziva promjene obujama i strukture
kostanog tkiva petog slabinskog kraljeska.

Metode: deset zenski Sprague Dawley, devet tjedna starosti, nasumi¢no podijeljene u dvije
skupine hranjene su kontrolnom dijetom ili masnom dijetom tijekom Sest tjedana nakon Cega
su parene s istim muzjakom. Nakon trudnoce i laktacije musSki potomci obiju skupina
podijeljeni su u Cetiri podskupine ovisno o prehrani kojom su bili hranjeni do dvadeset drugog
tjedna starosti. Nakon zrtvovanja, uzimanja seruma i izolacije organa za vaganje, ucvrséena su
tkiva petog slabinskog kraljeska i jetre radi histomorfometrije 1 imunohistokemijske analize na
TNF-alfi.

Rezultati: tjelesna tezina smanjana je kod potomaka hranjenih dijetom bogatom mastima dok
je analiza tezine organa pokazala vece razlike kod potomaka kojima je promijenjen
intrauterin/postanatalni rezim hranjenja u odnosu na kontrolnu skupinu. Kod svih potomaka
zabiljezena je visa koncentracija serumskog kolesterola 1 triglicerida u odnosu na kontrolnu
skupinu dok je kod potomaka sa zamjenom rezima ishrane (CD-HFD, HFD-CD) zabiljezena
viSa koncentracija upalnih citokina u krvi. Potomstvo zdravih majki hranjeno masnom dijetom
pokazalo je izrazito nakupljanje masnog tkiva u koStanoj srzi i narusene spuzvaste koStane
strukture te najveci intenzitet TNF-alfa imunohistokemijskog bojanja kostane srzi i tkiva jetre
kao 1 loSiju patohistolosku analizu jetrenog parenhima.

Zakljucak: skupina potomaka kojima e majka hranjena kontoliranom laboratorijskom hranom,
a potomak nakon toga masnom dijetom imala je viSu serumsku koncentraciju upalnih citokina
u krvi 1 najveci intenzitet imunohistokemijski signala TNF-alfe na petom slabinskom kraljesku

1 parenhimu jetre. Moze se zakljuciti da dodatna akumulacija masnog tkiva zbog ishrane
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dijetom visokog udjela masnoce poti¢e nakupljanje masnog tkiva u koStanoj srzi i jetri koje
poti€u upalni odgovor stimulacijom citokina, ovdje promatranog TNF-alfe koji naknado

sudjeluje u patogenezi kostane remodelacije i razvoja NAFLD-a.

Kljuéne rijeci: masno tkivo, majcina pretilost, dijeta visokog udjela masnoce, morfologija

kosti, masna jetra
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9. SUMMARY

The effect of high fat diet on the volume and structure of bone tissue and liver

parenchyma in male offspring rats

Objective: To determine how nutrition of mothers during pregnancy and lactation, and the male
offspring of rats at different regime of diet can affect body weight, body mass index, the
concentration of inflammatory cytokines in the blood and the intensity of
immunohistochemistry staining of TNF-alpha in bone tissue and in the liver. Furthermore, how
high-fat diet can cause fat infiltration in the bone marrow and in the liver, which can
additionally cause change of volume and structure of bone tissue of the fifth lumbar vertebra.
Methods: Ten female Sprague Dawley rats were at nine weeks of age randomly divided in two
groups and fed either a control diet or food rich in saturated fatty acids during six weeks, and
then mated with genetically similar male subjects. After gestation and lactation, male offspring
from both groups were divided in four subgroups depending on the diet they were fed until 22
weeks of age. Body weight throughout the experiment was measured and body mass index was
calculated, organ weight was valued after sacrifice, and total cholesterol, triglyceride, AST,
ALT, IL-6 and TNF-alpha in serum were measured. Bone microstructure was analyzed in the
fifth lumbar vertebra using digital photographic images. TNF-alpha expression was measured
in bone and liver samples using immunohistochemistry.

Results: Body weight was lower in offspring fed a diet rich in fats and the analysis of organ
weight showed greater differences in offspring with changed intrauterine/postnatal feeding
regime compared with the control group. In all offspring fed high-fat diet higher serum
cholesterol and triglyceride levels were observed compared to the control group while the
offspring that had their diet replaced in relation to mothers' diet (CD-HFD, HFD-CD) recorded
higher concentrations of inflammatory cytokines in the blood. The offspring of healthy mothers,
fed with high-fat diet, showed increased accumulation of fat in the bone marrow and disturbed
trabecular bone structure and the highest intensity of TNF-alpha immunohistochemical staining
of bone marrow and liver tissue, and also worse histopathological analysis of liver parenchyma.
Conclusion: The group of rats whose mother was fed with controlled laboratory chow and then

offspring with high-fat diet had higher serum concentration of inflammatory cytokines in and
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the highest level of immunohistochemical signal of TNF-alpha in the fifth lumbar vertebra and
liver parenchyma. Thus we can conclude that additional accumulation of body fat because of
eating a diet with high percentage of fat stimulates the accumulation of fat in the bone marrow
and liver, which can encourage the inflammatory response by stimulating cytokines, here
observed TNF-alpha, which is subsequently involved in the pathogenesis of bone remodeling

and development of NAFLD.

Keywords: adipose tissue, maternal obesity, high fat diet, bone morphology, fatty liver
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