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SAZETAK

UTJECAJ SASTAVA | UDJELA MASNIH KISELINA NA ODLAGANJE LIPIDA |
REGULACIJU OTPUSTANJA GLUKOZE 1Z JETRE U STAKORA NA VISOKOMASNOJ
PREHRAN!I

Nealkoholna bolest jetre (NAFLD) je najcesca bolest jetre. Sastav masnih kiselina moze
doprinijeti akumulaciji masnoca, a neke masne kiseline mogu imati blagotvoran utjecaj na
NAFLD. Oksidacijski stres i otpornost na inzulin u jetri glavni su ¢cimbenici u razvoju jetrene
steatoze i progresije na NASH (bezalkoholni steatohepatitis). MUFA (mononezasi¢ena masna
kiselina) iz prehrane stvara Cestice lipoproteina otporne na oksidativnu modifikaciju, a PUFA
(polinezasi¢ena masna kiselina) znacajno povecava peroksidaciju lipida. Za procjenu utjecaja
razli¢itih nezasi¢enih masnih kiselina u razvoju NAFLD-a u nasem eksperimentu koristeno je
maslinovo ulje bogato MUFA-om, suncokretovo ulje s visokim udjelom PUFA i bu¢ino ulje s
umjerenom koli¢inom obje vrste ulja. Nedavne studije o sjemenkama i ulju bu¢e pokazale su
hepatoprotektivni ué¢inak. Stakori Wistar, muski, dva mjeseca stari, podijeljeni su u &eitri skupine.
Stakori su bili 21 dan na standardnoj prehrani (SD) ili visokomasnoj dijeti (HFD). HFD
pripremljene su mijeSanjem 30 % suncokretova ulja (MDS skupina) ili 30 % maslinova ulja
(MDM) ili 30 % bundevina ulja u standardnu prehranu (MDB). Nakon eksperimentalnog
razdoblja Zivotinje su anestezirane i zrtvovane. Odredivana je masa, masa jetre, koli¢ina
konzumirane hrane i lipidi u plazmi te je radena histoloska analiza jetre. Dodatno, zivotinje SD i
MDB kori$tene su za pokuse in vitro. Nije bilo statisticki znacajnih razlika u tjelesnoj masi, masi
jetre 1 lipidnom statusu izmedu skupina. Unos hrane u gramima znacajno se razlikovao izmedu
zivotinja SD 1 HFD, ali u kJ razlike nije bilo. Histoloski, u MDS-u steatoza je bila teska, u MDB-
u umjerena, a u MDM-u blaga. U ranijim istrazivanjima, nas laboratorij je prikazao neosjetljivost
hepatocita na inzulin kod Stakora hranjenih HFD-om sa suncokretovim uljem. U hepatocitima od
Stakora na HFD-u s maslinovim uljem, inzulin je znacajno smanjio proizvodnju glukoze u
usporedbi s kontrolnom skupinom. Bucino ulje nije promijenilo inzulinsku osjetljivost hepatocita.

Omjer PUFA/MUFA u prehrani utjecao je na razinu nakupljanja lipida u hepatocitima.

Klju¢ne rije¢i: visokomasna prehrana, NAFLD, MUFA, PUFA, inzulinska osjetljivost,

otpustanje glukoze, lipidi u plazmi.



SUMMARY

INFLUENCE OF DIETARY FATTY ACID COMPOSITION AND LEVEL ON LIVER
ADIPOSITY AND GLUCOSE PRODUCTION

Introduction

The liver is the central metabolic organ for the processing and storage of nutrients and glycemic
homeostasis and has a central role in the development of metabolic syndrome. Metabolic
syndrome consists of a cluster of risk factors that greatly increase a probability of developing the
atherosclerotic cardiovascular disease and type two diabetes mellitus (DM2). Non-alcoholic fatty
liver disease (NAFLD) is not included in defining criteria for metabolic syndrome, but it is
considered the hepatic manifestation of the syndrome. NAFLD consists of an array of conditions
from simple benign steatosis to cirrhosis and hepatocellular carcinoma. It is the main cause of
dyslipidemia and is closely related to insulin resistance. The prevalence of NAFLD in the western
world is about 30 %, and in the population, with DM2 the prevalence of fatty liver is up to 70 %.
Chemical modification of biological molecules can be directly poisonous to liver cells or can
stimulate the response of the host that is translated into inflammation, collagen production and
progression of NAFLD. A composition of fatty acids can contribute to fat accumulation, and
some fatty acids may have a beneficial influence on NAFLD. Vegetable oils with high content of
unsaturated fatty acids were considered as “healthier” lipids because of their beneficial effects on
metabolic syndrome. Polyunsaturated fatty acids from ®-6 (n-6) and ®-3 (n-series are precursors
to potent lipid mediator signaling molecules, termed "eicosanoids", which have important roles in
the regulation of inflammation. The main fatty acid in sunflower oil is linoleic acid (C18:2, n-6).
Linoleic acid is not synthesized by the body and is, therefore, an essential fatty acid. In the olive
oil, the prevalent fatty acid is monounsaturated oleic acid (C18:1, n-9). MUFA fatty acids have a
strong positive effect on cardiovascular health. However, only olive oil and its main component,
oleic acid, seem to be associated with this effect. Oxidative stress and insulin resistance in the
liver are interdependent and are major factors in the development of liver steatosis and its
progression to NASH (Non-alcoholic steatohepatitis) and cirrhosis. MUFA from diets generates
lipoprotein particles that are resistant to oxidative modification. Diet rich in PUFA increases lipid
peroxidation significantly and may raise the susceptibility of tissues to injury. The Mediterranean

diet, although having a very high energy intake from fat (30-40 %), is considered to have a



beneficial effect on health, by protecting the vascular system and reducing the factors that affect
the occurrence of metabolic syndrome. To evaluate the influence of different unsaturated fatty
acids in the development of NAFLD in our experiment used three types of unsaturated fatty acids
sources, olive oil rich in MUFA, sunflower oil with high content of polyunsaturated fatty acids
(PUFA) and pumpkin seed oil with the moderate amount of both oils. In recent years pumpkin
seed oil gained attention as "healthy " oil and even sold as a supplement. In our region of central
Europe, pumpkin seed oil is traditional oil for consummation along with olive and sunflower oil.
Recent studies on pumpkin seed and pumpkin seed oil have shown promising results on
glycaemia and dyslipidemia and even showed hepatoprotective effect. To our knowledge, there
was no study on the impact of high-fat diet (HFD) with pumpkin seed oil on liver or plasma lipid
profile on healthy laboratory animals. We used an animal model which is the closest to the

pathogenesis of NAFLD in humans.
Animals and methods

The experiments were carried out according to the guidelines on the use of animals for
biomedical research (Croatian Animal Welfare Regulation Acts NN135/06; NN 37/13; NN55/13)
and were approved by Ethical committees of Zagreb University School of Dental Medicine and

School of Medicine. We used animals from the University of Zagreb, School of Medicine.

24 male Wistar rats, two months old, weighing 265 + 27 g, were randomly divided into four
groups. Rats were housed individually, to monitor individual feed consumption, at constant room
temperature of 21 + 2°C, with 12-h light-dark cycle, and ad libitum access to diet and water. Diet
consumption and body mass were monitored daily by the same trained handler at the end of the
light cycle. The rats were 21 days on the standard diet (diet #4RF21-GLP certificate, Mucedola,
Milan, Italy) as Control Diet group (SD). According to certificate standard food energy density
was 11.17 kJ per gram and composition was carbohydrate 53.5 %, fat 3 %, and protein 18.5 %.
The high-fat diets (HFD) were prepared by mixing 30 % sunflower oil to the standard diet (MDS
group) or 30 % olive oil (MDM) or 30 % of pumpkin seed oil to the standard diet (MDB). Edible
oils were from the same manufacturer (Zvijezda, Zagreb, Croatia). After three weeks of the
experimental period, animals were anesthetized by an intraperitoneal administration of sodium
thiopental and sacrificed by bleeding from v. cava inferior. Three mL of venous blood from v.
cava inferior was collected in EDTA test tubes to determine lipid profile. The concentrations of



triacylglycerol (TG), total cholesterol (Total-CH), and HDL- cholesterol (HDL) were measured
enzymatically using commercial kits. LDL-cholesterol (LDL) was calculated using formula by
Friedewald and Non-HDL-cholesterol was used as suggested by Sanchez-Muniz and Bastida.
The liver was washed with saline, dried with filter paper and weighed, and then cut into small
sections for histological procedures. Immediately after cutting the liver, samples were put in the
Carnoy fixative and after an appropriate time the samples were set in paraffin blocks, cut and
stained with hematoxylin and eosin stain (HE) and Masson's trichrome stain. We used Kleiner’s
grading system of NAFLD modified for rodents as proposed by Liang. Steatosis was expressed as
the percentage of the hepatocytes with fatty infiltration in random slides, in twelve fields at 200 x

magnification per group, against 25 x 33 grid.

Primary hepatocytes cultures were obtained from SD and MDB animals via modified collagenase
perfusion technique via cannulation of vena Porte. After suspending cells in the medium, trypan
blue viability test was performed, and cells were counted and suspended in the concentration of
one million per liter. Three ml of suspension was put in a petri dish and incubated for four hours.
After four hours, the medium was replaced, and culture put in incubation for further 20 hours.
After 24 hours in incubation, incubation medium was removed, cultures were washed three times
with Hanks Hepes medium and incubated with glucose free Hanks Hepes with addition of 10
mmol/l pyruvate and without added hormones or with insulin (80 nmol/l), or glucagon (200
nmol/l) or both hormones. Samples were taken every hour over three-hour period. Glucose
production and protein content of dish were determined enzymatically. Results were expressed as

nmol of glucose per mg of protein

Results are shown as mean = SD unless stated otherwise and values of p < 0.05 were considered
statistically significant. Statistical analyses were performed by Student's t-test or ANOVA one-

way analysis of variance followed by the Tukey HSD test.



Results

Body mass gain was stable in all groups through 21 days of the experimental period. There were
no statistically significant differences in the final body mass and body mass gain between the
HFD groups at in comparison to SD group. Liver mass and liver/body mass ratio didn’t differ
significantly between groups. Daily diet intake differed significantly between animals on
standard diets and those on HFD diets but no differences between HFD groups were found.
However, daily and total energy intake was similar for control and high-fat diet groups.
Macroscopically, there was an accumulation of visceral fat which was prominent in MDS and
MDB groups while in MDM group fat accumulation was mild. Livers from HFD groups were
slightly yellowish in comparison to a rich dark color of SD liver. There was no difference in
plasma lipid status between control and high-fat diet groups.

Histological examination of livers slides from SD groups and HFD groups of animals revealed
that NAFLD developed in livers from HFD rats without evidence for nonalcoholic steatohepatitis
(NASH). Livers from SD group showed normal histological acinar organization without fat
infiltration in hepatocytes. Livers from MDM group developed mild microvesicular hepatic
steatosis, with infiltration predominantly in the periportal zone (grade 1). In MDS group the
microvesicular steatosis was severe and observed predominantly in zones one and two and
reaching zone three (grade 3) with some mild hepatocyte hypertrophy. In MDB group
microvesicular steatosis was moderate and in zones one and two (grade 2). No evidence of
inflammation or progression to NASH was observed in SD or HFD groups. Trichrome staining
showed no periportal or perisinusoidal fibrosis in SD or HFD groups. There was no differences in
basal and glucagone stimulated glucose production and insulin sensitivity in hepacotites obtained
from animals on high fat diet with pumpkin seed oil and from animals on standard diet.

Discussion

In the previous studies, our laboratory demonstrated hepatic insulin resistance in rats fed HFD
with sunflower oil and raw sunflower seeds. In hepatocytes from rats fed the HFD with dietary
intake of olive oil, insulin significantly and strongly decreased glucose production compared to

control group. In a murine model olive oil and pumpkin seed oil had a positive effect on serum



lipid concentrations. That effect was greater in the group receiving olive oil. A daily dose of 0.2
mL of olive or pumpkin seed oil per animal lowered LDL cholesterol and TG levels. HDL levels
in groups receiving oils were higher in comparison to control indicating a protective role of olive
oil and pumpkin seed oil on cardiovascular health. We didn't find that effect of olive oil and
pumpkin seed oil in our study, but that may be due to a very high intake of fats in our high-fat
diets groups. In a study on rats, MUFA from olive oil decrease lipid content in NASH caused by
methionine choline-deficient diet, while PUFA from fish oil showed no protective effect on fat
accumulation in the liver. Olive oil, in the high-fat diet, manages to prevent excessive fat
accumulation in the liver as seen in sunflower oil group. Hepatocytes from MDB group showed
preserved glucagon and insulin sensitivity, and in contrast to olive oil, which showed increased

insulin sensitivity, had a mild effect on preventing lipid accumulation.

Conclusion

In conclusion, high-fat diet, without increased caloric intake, weight gain, or lipid abnormality,
plays a role in the pathogenesis of the nonalcoholic fatty liver disease. The study findings
suggested the association between the amount of lipid accumulation in hepatocytes and the
composition and ratio of fatty acids in the diet. The ratio and composition of fatty acids found in
sunflower oil showed the highest risk factor that led to severe lipid accumulation in the liver cells.
There is no expected evidence of beneficial effects of the pumpkin seed oil. The free fatty acid
composition and ratio in the pumpkin seed oil led to moderate liver steatosis. By contrast, olive
oil was the most favorable and led to a mild accumulation of lipids in hepatocytes, indicating that
the ratio and composition of fatty acids in olive oil may delay or prevent the development of
NAFLD.

Keywords: High-fat diet, NAFLD, MUFA, PUFA, insulin sensitivity, glucose production,

plasma lipids.



POPIS KRATICA

ALD — Alkoholna bolest jetre (engl. Alcoholic Liver Disease)

ALT — Alanin-aminotransferaza

DM2 — Dijabetes melitus tipa Il

EDTA — Etilendiamintetraoctena kiselina

HDL — Lipoproteini velike gustoce (engl. High Density Lipoproteins)

HE — Hemtoksilin-eozin boja

HFD — Visokomasna dijeta (engl. High Fat Diet)

ITM — Indeks tjelesne mase

LDL — Lipoproteini male gusto¢e (engl. Low Density Lipoproteins)

MUFA — Mononezasi¢ena masna kiselina (engl. Monounsaturated Fatty Acid)
NAFLD — Nealkoholna bolest jetre (engl. Non-Alcoholic Fatty Liver Disease)
NASH — Nealhoholni steatohepatitis (engl. Non-Alcoholic Steatohepatitis)
PUFA — Polinezasi¢ena masna kiselina (engl. Poliunsaturated Fatty Acid)
SFA — Zasi¢ena masna kiselina (engl. Saturated Fatty Acid)

VLDL — Lipoproteini vrlo male gustoce (engl. Very Low Density Lipoproteins)

WHO - Svjetska Zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)
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Iva Marolt Banek, Disertacija

1.1. Jetra kao organ

1.1.1. Grada jetre

1.1.1.1. Makroskopska grada

Jetra su drugi najveci organ u tijelu ¢ineci oko 2 - 5 % ukupne tjelesne mase u prosjecna odrasla
govjekal. Smjestena je najvecim dijelom ispod desne kupole osita, a njezin se donji rub poklapa s
desnim rebrenim lukom. Makroskopski na jetri razlikujemo dvije povrsine. Konveksnu povrsinu
okrenutu prema oSitu (facies diaphragmatica) koja je podijeljena podvostru¢enjem potrbusnice
(ligamntum falcifotme) na desni (lobus hepatis dexter) i lijevi rezanj (lobus hepatis sinister), te
povrsinu okrenutu prema unutrasnjosti (facies visceralis) koja je podijeljena brazdama i gdje se
nalaze vrata jetre (porta hepatis). Lijeva sagitalna brazda dijeli lijevi od desnog reznja, a desnom
sagitalnom brazdom odjeljuju se od desnog reznja kvadratni (lobus quadratus) i kaudatni rezanj

(lobus caudatus)® 3 4,

Funkcionalno i po grananju intrahepatickih Zila i vodova jetra se dijele na jetrene segmente. Oni
su varijabilni i njihove granice ne odgovaraju to¢no granicama reznjeva i temeljno ih mozemo
podijeliti na desni sabirni put ( pars hepatic dextra) i lijevi sabirni put (pars hepatic sinistra) koji

se nadalje dijeli na medijalni i lateralni dio?.

1.1.1.2. Histoloska grada

Vezivno tkivo, hepatociti, zu¢ni kanali¢i 1 krvne zile tvore gradevne jedinice jetre, jetrene
reznjiée (lobuli hepatis) koji su ujedno i temeljna funkcionalna jedinica jetre®. U sredistu reznjica
nalazi se centralna vena (v. centralis) iz koje krv utjece u jetrene vene, a iz njih u donju Suplju
venu. RezZnji¢ je sastavljen od gredica hepatocita koje se radijalno Sire od centralne vene. Izmedu
susjednih stanica leZze mali Zu¢ni kanali¢i koji se uljevaju u zu¢ni kanal (ductus interlobularis)

koji se nalazi u vezivnoj pregradi koji razdvajaju dva reznjica i zajedno s granom vene vratarice



Iva Marolt Banek, Disertacija

(v. interlobularis) i jednom granom arterije a. hepatica propria (a. interlobularis) ¢ini Glissonov
trijas. Izmedu gredica nalaze se sinusoidne kapilare. U njih se ulijevaju grane a. hepatica propria
I grane v. portae i te tako sinusoidne kapilare primaju krv bogatu kisikom i bogatu hranjivim
tvarima koja nakon izmjene tvari s hepatocitima putem v. centralis odlazi u vv. hepaticae. Osim
hepatocita, sinuse oblazu endotelne stanice , a izmedu stijenke sinusa i hepatocita nalazi se
perisinusoidalni prostor (Disseov prostor) koji sadrzi Itove stanice. Endotel sinusa je fenestriran s
velikim porama te sadrzava Kupfferove stanice. Disseovi prostori spojeni su limfnim zilama u

pregradama izmedu reznjica?.

1.1.1.3. Krvotok jetre

[ako jetra ¢ini samo oko 2,5 % ukupne mase u tijelu, u jetrene sinuse svake minute utjece oko
1050 ml krvi iz portalne vene i 300 ml iz jetrene arterije Sto je ukupno oko 27 % sréanoga
minutnog volumena?. Jetra ima dva aferentna krvna sistema (portalnu venu i hepaticku arteriju) i
jedan eferentni krvotok (hepati¢ke vene). V. portae preko tri korijena prima krv iz neparnih
trbusnih organa (v. mesenterica inferior, v. mesenterica superior i v. splenica) te izravno iz
okolnih manjih vena (v. cystica, vv. gastrica dextra et sinistra, v.prepylorica, vv.
paraumbilicalea). V. portae u jetru ulazi sa straznje strane (facies visceralis) kroz vrata jetre gdje
se grana u ramus dexter i ramus sinister koje se granaju sve do vv. interlobulares. Krv koja
dolazi preko vene porte u izravno u jetru donosi apsorbirane nutritivne ali i toksicke tvari. 1z v.
portae krv se ulijeva u sinusoidne prostore preko v. interlobularis gdje ima izravan dodir s
hepatocitima i s Kupfferovim stanicama koji fagocitiraju bakterije i ostale strane tvari iz krvi
jetrenih sinusa. Arterijsku krv jetra prima iz a. hepatica propriae koja se grana na lijevu i desnu
granu. Oksigenirana krv ulazi u sinusoidne prostore preko aa.intralobulares, grana a. hepatica
propria. Venska krv iz sinusoidnih prostora skuplja v. centralis i preko vv. hepatica otjece u

donju $uplju venu? 3,

1.1.2. Metabolicke funkcije jetara
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Jetra ima brojne metabolic¢ke funkcije. Uz metabolizam hranjivih tvari jetra su mjesto za
pohranjivanje vitamina, Zeljeza te imaju ulogu metaboliziranja i uklanjanja lijekova, toksina,
hormona i drugih tvari te sintetiziranju fibrinogena, protrombina, faktora V11 i nekoliko drugih

¢imbenika koagulacijskog procesa®.

1.1.2.1. Metabolizam masti

U jetrima se odvija oksidacija masnih kiselina i stvaranje energije za druge funkcije u tijelu,
sinteza velikih koli¢ina kolesterola, fosfolipida i ve¢ine lipoproteina i odvija se gotovo

cjelokupna sinteza masti iz ugljikohidrata i bjelancevina.

Masti se apsorbiraju iz crijeva u crijevnu limfu kao hilomikroni. Osnovni gradu hilomikrona ¢ine
trigliceridi, a sadrze i fosfolipide, kolesterol i apoprotein B. Hilomikroni se zatim prenose
torakalnim vodom i izlijevaju u krv kod spoja jugularne i potklju¢ne vene. Najveci dio
hilomikrona uklanja se iz krvotoka dok prolaze kroz kapilare razli¢itih tkiva. Masno tkivo,
skeletni miSici i srce imaju enzim lipoprotein-lipazu koji hidrolizira hilomikrone na masne
kiseline i glicerol ¢im dodu u doticaj s endotelnom stijenkom. Masne kiseline brzo difundiraju u
stanice masnog tkiva i miSi¢a gdje se mogu iskoristiti za energiju ili ponovno ugraditi u
trigliceride. Da bi se dobila energija iz masti, masti se razgraduju na glicerol i masne Kiseline.
Masne kiseline se B-oksidacijom razgrade na acetilne radikale od kojih nastaje acetil-koenzim
koji moze u ciklusu limunske kiseline oksidacijom dati veliku koli¢inu energije. B-oksidacija se
brzo odvija u jetri, ali jetra ne mogu iskoristiti sav acetil-koenzim A koje stvore, ve¢ ga
kondenziraju u acetoctenu kiselinu koja se iz jetre prenosi i apsorbira po cijelom tijelu. Tkiva

ponovno pretvaraju acetoctenu kiselinu u acetil-koenzim A, koji se onda oksidira .

Jetra stvaraju i lipoproteine i fosfolipide i kolesterol potrebne za sintezu membrana, struktura i

tvari vaznih za stani¢nu funkciju

Osnovne funkcije jetara u metabolizmu lipida su razgradnja masnih kiselina na male spojeve
upotrebljive za dobivanje energije, stvaranje triglicerida iz ugljikohidrata te stvaranje drugih

lipida iz masnih kiselina.
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Ukupnu koli¢inu triglicerida u jetri u normalnim okolnostima uglavnom kontrolira veli¢ina
iskoriStavanja masti za energiju. Velike koli¢ine masti u jetri pojavljuju se u pocetnoj fazi
gladovanja, pri Secernoj bolesti, pri bilo kojem stanju kada se umjesto ugljikohidrata za energiju
iskoriStavaju masti. U tim slucajevima mobiliziraju se trigliceridi iz masnog tkiva do jetre gdje se

ponovno odlazu da bi se zapoceo proces dobivanja energije®.

1.1.2.2. Metabolizam bjelanc¢evina

Najvaznija je jetrena funkcija u metabolizmu bjelancevina deaminacija aminokiselina, stvaranje
ureje ¢ime se iz tjelesnih teku¢ina odstranjuje amonijak, stvaranje bjelanCevina plazme te

pretvorba i sinteza razliCitih tvari iz aminokiselina.

Bjelanéevine se iz probavnog sustava apsorbiraju kao aminokiseline. Aminokiseline ulaze u
stanice olak§anom difuzijom ili aktivnim prijenosom. Cim udu u stanice aminokiseline se
pomocu glasnicke RNA 1 ribosoma povezuju peptidnim vezama tvoreci stanicne bjelancevine.
Stani¢ne bjelancevine mogu se pomocu stani¢nih enzima u lizosomima ponovno razgraditi u
aminokiseline i pustiti natrag u krv. Jetra mogu pohraniti veliku koli¢inu tih brzo izmjenjivih
bjelan¢evina. Postane li koncentracija aminokiselina u krvi manja od normalne, one se ispustaju
iz stanica. A kad postoji viSak aminokiselina i dosegnuta je granica pohrane, jetra mogu
aminokiseline upotrijebiti za donivanje energije ili pretvoriti u glikogen ili mast. Taj proces
odvija se u jetri a zapocinje deaminacijom. Tim procesom oslobada se amonijak koji se uklanja
pretvorbom u ureju koja se odvija u jetri. Ureja difundira u tjelesne tekucine i izlucuje bubrezima.
Ketokiselina stvorena deaminacijom aminokiseline mijenja se u prikladan spoj za ciklus
limunske kiseline te se u ciklusu taj spoj razgradi i upotrijebi za tvorbu energije na isti na¢in kao i
acetil-koenzim A. Deaminacijom nekih aminokiselina, npr. alanina, u jetri nastaje pirogrozdana
kiselina (piruvat) koja se moze nastati glukoza i glikogen (glukoneogeneza). Moze se i pretvoriti
u acetil-koenzim A koji se moze polimerizirati u masne kiseline ili kondenzirati u acetoctenu

kiselinu (ketogeneza)®.
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1.1.2.3. Metabolizam ugljikohidrata

U metabolizmu ugljikohidrata jetra ima funkciju pohranjivanja velikih koli¢ina glikogena,
pretvaranje galaktoze i fruktoze u glukozu, glukoneogenezu i stvaranje brojnih kemijskih spojeva

iz meduproizvoda ugljikohidratnog metabolizma®.

Konacéni produkti probave ugljikohidrata u probavnom sustavu je glukoza (80 %) i fruktoza i
galaktoza (20 %). Ubrzo nakon apsorpcije iz probavnoga sustava velik dio fruktoze i gotovo sva
galaktoza se u jetrima pretvaraju u glukozu. Obi¢no vise od 95 % monosaharida u krvi ¢ini
glukoza. Ulaskom u stanicu glukoza se fosforilira. U jetrama reakciju pospjesuje enzim
glukokinaza, a u ostalim tkivima heksokinaza. Fosforilacija glukoze irevezibilna je u svim
tkivima osim u jetri, bubrezima i u stanicama crijevnog epitela u kojima ima glukoza-fosfataze.
To sprecava da glukoza difundira natrag u krvotok iz stanice osim iz posebnih stanica koje imaju
fosfatazu (osobito jetrenih stanica). Posto je glukoza usla u stanicu moZe se odmah iskoristiti za
energiju (glikoliza) ili pohraniti u obliku glikogena glikogenezom. Gotovo sve stanice u tijelu
mogu pohraniti malo glikogena, ali jetra mogu pohraniti i vece koli¢ine koje mogu doseci i 8 %
stani¢ne mase. Glikogenolizom, postupkom fosforilacije pomocu enzima fosforilaza, moze se
osloboditi pohranjena glukoza iz glikogena kada postoji potreba za energijom. Jetra imaju
pufersku funkciju odrzavanja normalne koncentracije glukoze u krvi (5,5 mmol/L). Ako se
koncentracija glukoze smanji, glukagon potice stvaranje ciklickog adenozin-monofosfata u
jetrenim stanicama koji aktivira enzim fosforilazu potrebnu za glikogenolizu. Ujedno pri
smanjenju koncentracije glukoze u krvi u jetrima se stvara glukoza glukoneogenezom iz
bjelancevina i glicerola koji nastaje hidrolizom iz neutralnih masti. Kada se koncentracija
glukoze povisi, glukoza se sprema u jetrenim stanicama u obliku glikogena do zasi¢enja, a nakon
toga, glukoza se u jetri iskoristi za sintezu triglicerida koji se pohranjuju u jetrenim i masnim

stanicama® 4.

1.1.2.3.1. Glukoneogeneza

Primarno je mjesto glukoneogeneze jetra. Glukoneogeneza je proces sinteze glukoze iz

neugljikohidratnih prekursora. Prekursori glukoze prvo se pretvaraju u piruvat, a glukoneogeni
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put pretvara piruvat u glukozu. Kontrola glukoneogeneze posredovana je glukagonom koji potice

glukoneogenezu te inzulinom koji je inhibira®.

Glukagon je hormon koji lu¢e a-stanice Langerhansovih otocic¢a gusterace kada se smanji
koncentracija glukoze u krvi. Glukagon aktivira enzim fosorilazu potreban za fosforilaciju
glikogena stvaranjem ciklickog adenozin-monofosfata u jetrenim stanicama, $to pospjesuje
pretvaranje jetrenog glikogena u glukozu i njeno ispustanje u krv. On takoder pojacava ulazak

aminokiselina i jetrene stanice koja onda te aminokiseline pretvara glukoneogenezom u glukozu®
4

Inzulin je peptidni hormon Kkoji lu¢e B-stanice Langerhansovih otocic¢a gusterace. On odrzava
normalnu razinu glukoze u krvi olaksavajuci unos glukoze u stanicu te reguliraju¢i metabolizam
bjelancevina i lipida. Inzulin djeluje na vise sustava u metabolizmu ugljikohidrata. Inzulin se
veze za a-podjedinicu inzulinskog receptora sto dovodi do autofosforilacije B-podjedinice sto
aktivira tirozin-kinazu koja fosforilira druge enzime uljucujuéi i supstrate inzulinskog receptora
(IRS). Nakon vezanja inzulina na receptor, membrane postaju propusne za glukozu. Glukoza se
koristi za dobivanje energije ili pohranjuje u jetri i misi¢ima u obliku glikogena. Inzulin
inaktivira jetrenu fosforilazu pa se sprecava glikogenoliza i otpustanje glukoze iz jetre. Inzulin
aktivira jetrenu glukokinazu koja potice fosforilaciju glukoze koja se bez jetrene fosforilaze ne
moze otpustiti u krv te povecava aktivnost enzima glikogen-sintaze. Inzulin potice pretvorbu

glukoze u masne kiseline te inhibira glukoneogenezu smanjujuéi aktivnost jetrenih enzima® *.

1.2. Masna promjena jetre

Masna promjena jetre definirana je kao nakupljanje masnih kapljica unutar hepatocita. Uz neke
genetske bolesti i toksine masna promjena vezana je uz pretjerano konzumiranje alkohola kod
alkoholne promjene jetre te ostale cimbenike kao $to su stres ili nebalansirana prehrana kod
nealkoholne promjene jetre (NAFLD). Definicija NAFLD-a zahtijeva da postoje dokazi o
jetrenoj steatozi bilo histoloskim prikazom ili nekom drugom tehnikom prikaza (UZV, CT, MR) i
da nema uzroka sekundarne akumulacije masti kao $to je znac¢ajna konzumacija alkohola,

uporaba steatogenih lijekovi, izlozenost toksinima, nasljedni poremecaji, izgladnjivanje ili
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trudnoc¢a® ‘. Nadalje, NAFLD moze se podijeliti u jednostavnu steatozu i steatohepatitis. Kod
steatohepatitisa, uz nakupljanje masti u hepatocitima koje je obiljezje steatoze, imamo i upalne
promjene te razli¢ite znakove ostecenja hepatocita®. Steatozu jetre obi¢no ne prate nikakvi
klini¢ki znaci, a €ak i pri progresiji steatoze u steatohepatitis ne trebaju se javiti neki znakovi
(dislipidemije, povisene jetrene transaminaze) koji inace prate jetrene bolesti’. Steatozu i
steatohepatitis je jedino moguée sa sigurnoéu utvrditi putem biopsije i patohistoloskog nalaza®.
Posto je incidencija nealkoholne bolesti jetre u drustvu sve veca, i ve¢ je poprimila razmjere
eandemijel®, ulazu se napori da se odrede faktori rizika. Za tu svrhu koriste se Zivotinjski modeli,
gdje se u kontroliranim uvjetima mogu ispitati ti faktori. Kod ispitivanja utjecaja prehrane i
razli¢itih nutrijenata na razvoj masne jetre, ako ne zelimo imati metabolicki izmijenjene modele,
koriste se modeli sa Stakorima. Zbog toga sam u svrhu ispitivanja utjecaja razli¢itog sastava

masnih kiselina u prehrani izabrala model na Stakoru.
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Jednostavn
steato!

Normalna jetra

Hepatocelularni

\ Fibroza karcinom
— —_—
Steatohepatitis

Slika 1. A Progresija NAFLD-a; B Histoloski prikaz jetre a) normalna jetra; b) jednostavna
steatoza; c) steatohepatitis; d) ciroza. CV, centralna vena; PT, portalna trijada. Preuzeto iz Cohen
JC, Horton JD, Hobbs HH. Human Fatty Liver Disease: Old Questions and New Insights®.



Iva Marolt Banek, Disertacija

1.2.1. Epidemiologija masne promjene jetre

Danas je NAFLD najrasirenija kroni¢na bolest jetre. Procjenjuje se da je u Europi tim stanjem
zahvacéeno 52 milijuna ljudi . Po geografskim je podru¢jima NAFLD najraSireniji na Bliskom
istoku (32 %) te Juznoj Americi (31 %), potom u Aziji (27 %), u Sjevernoj Americi (24 %) i
Europi (23 %) dok je u Africi slabije zastupljen nego u ostatku svijeta (14 %)°. Mora se naglasiti
da su sve te procijene temeljene su na razlicitim kriterijima i neinvazivnim testovima koji mogu
podcijeniti rasirenost masne promjene jetre, tako da konac¢ne brojke mogu biti vece. Prilikom
sistematskog pregleda, ultrazvu¢nim pregledom utvrdeno je da 10,6 % mladih, zdravih odraslih
muskaraca ima masnu promjenu na jetri. Tu skupinu €inili su samo pacijenti koji su bili normalne
tjelesne tezine te imali normalne parametre jetrenih transferaza, glukoze te lipida u krvi.
Dijagnoza se postavila temeljem ultrazvu¢nog pregleda, koja nije dovoljno specificna za manji
stupanj steatoze®. Procjenjuje se da do 15 % populacije koja je normalne teZine u zapadnom
svijetu ima masnu jetru®.Prevalencija kod pretilih je 80 - 90 %2, 30 - 70 % odraslih s

dijabetesom*® i do 90 % odraslih s dislipidemijom**°,

1.2.2. Dijagnosticki kriterij

NAFLD u svojoj naj¢es¢oj neprogresivnoj varijanti nema izrazenih klinickih simptoma i znakova
koje bi oboljele uputili lije¢niku. Mali broj ima nelagode u gornjem desnom kvadratu abdomena.
Sumnja na prisutnost NAFLD-a stoga se najéesc¢e postavlja slucajno tijekom posjeta lije¢niku
zbog nekog drugog razloga ili pri sistematskom pregledu’. Prilikom progresije bolesti i pojave
steatohepatitisa javljaju se klinicki znakovi bolesti jetre, ali ni tada nije moguce tocno utvrditi o
kojem stupnju bolesti se radi i je li je rije¢ o nealkoholnoj bolesti jetre ili je bolest nastala zbog

neke druge etiologije.
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Da bi se postavila dijagnoza NAFLD-a moraju se zadovoljiti sljedeéi uvjeti:
1. dokaz steatoze jetre slikovnim metodama ili patohistoloski
2. izostanak konzumacije znacajnijih koli¢ina alkohola
3. izuzede ostalih mogucih uzroka steatoze jetre
4. izuzece drugih uzroka kronicne bolesti jetre

Dokaz steatoze jetre slikovnim metodama kao §to je ultrazvuéna metoda ima neka ogranicenja’®.
Nije dovoljno specifi¢an u osoba koja imaju manji stupanj steatoze ili imaju morbidnu pretilost.
Kompjutorizirana tomografija i magnetska rezonanca pokazuju isti stupanj specifi¢nosti u
detekciji masne infiltracije jetrenog parenhima, a za razliku od UZV-a nisu ogranic¢ene u detekciji

kod pretilih osoba, ali njihova negativna strana je cijena same pretrage i dostupnost.

Vrlo je tesko odrediti je li masna jetra nastala zbog konzumacije znac¢ajnijih koli¢ina alkohola ili
neke druge etiologije ili je nastala promjena NAFLD. Anamnesticki podaci mogu nam samo
ukazati na to je li bilo konzumacije alkohola ili ne, a biokemijski i seroloski testovi mogu
iskljuciti neku drugu etiologiju steatoze. Da bi se postavila to¢na dijagnoza i utvrdio stupanj

bolesti, jos uvijek je zlatni standard biopsija jetre i patohistoloska analiza®’.

1.2.3. Patohistoloska analiza

Patohistoloska analiza tkiva dobivenog biopsijom jetre jos je uvijek vazeci ,,zlatni standard* u
dijagnostici NAFLD-a. To je jedina metoda kojom je moguce definitivno potvrditi dijagnozu
NAFLD-a i odrediti i sam stupanj NAFLD-a*1°,

Osnova za histolosku dijagnozu NAFLD-a smatra prisutnost > 5 % masno promijenjenih
hepatocita, a stupanj steatoze procjenjuje se semikvantitativno, dijele¢i parenhim acinusa na
trecine, te se ocjenjuje kao postotak parenhima zahvacenog steatozom: do 5 %, 5 % - 33 % (blaga
steatoza), 33 % - 66 % (umjerena steatoza), ili > 66 % (izrazena steatoza). Kod ljudi steatoza u
NAFLD-u je pretezito makrovesikularna. Hepatociti sadrze samo jednu veliku kapljicu masti

koja pomice jezgru na periferiju. Steatoza u NAFLD-u kod ljudi obi¢no pocinje perivenularno u

11
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3. acinarnoj zoni. Minimalni kriteriji za postavljanje dijagnoze nealkoholnog steatohepatitisa
ukljucuju prisutnost steatoze, znakove osStecenja hepatocita te lobularnu upalu. Da bi se lakSe
odredio stupanj steatoze, predlozene su semikvantitativne gradacije. U danas$nje vrijeme koriste
se sustavi ocjenjivanja i gradacija po Bruntu® koju je modificirao Kliner?! (tablica 1.). Ta tablica
promatra steatozu, lobularnu upalu i baloniranje te zasebno fibrozu, i svakoj kategoriji daje
odredeni broj. Zbroj bodova (skorova) steatoze, upale i baloniranja daje nam sliku aktivnosti
NAFLD-a gdje zbroj 0 - 2 govori u prilog da NASH-a nema, 3 - 4 da je mogu¢, a skor 5 - 8
govori u prilog prisutnosti steatohepatitisa. Kona¢nu dijagnozu postavlja patolog, a tablica sluzi

samo kao pomoc¢no sredstvo u dijagnostici.

Tablica 1. SUSTAV OCJENJIVANJA NAFLD-a PO KLINERU.

Steatoza S —skor Lobularna upala L —skor Baloniranje hepatocita B —skor
<5% 0 0 - 0

5-33 1 <2 1 (200 x)  Nekoliko baloniranih hepatocita 1

34 - 66 2 2-4 2(200x)  Puno baloniranih hepatocita 2

> 66 3 >4 3 (200 x)

NASH stadij fibroze Stadij

Bez fibroze 0

Blaga, perisinusoiddna fibroza u zoni 3 la

Srednja, perisuinusoidna fibroza u zoni 3 1b

Portalna/periportalna fibroza lc

Portalna/periportalna i perisinusoidna fibrozau 2

zoni 3
Premoscujuca fibroza 3
Ciroza 4

Preuzeto iz Kleiner DE, Brunt EM, Van Natta M, Behling C, Contos MJ, Cummings OW, Ferrell
LD, Liu YC, Torbenson MS, Unalp-Arida A, Yeh M, McCullough AJ, Sanyal AJ; Nonalcoholic
Steatohepatitis Clinical Research Network. Design and validation of a histological scoring system
for nonalcoholic fatty liver disease?!. S+L+B 0-2 nije NASH; 3 - 5 mogué¢ NASH; 5 - 8
vjerojatan NASH. U lobularnoj fibrozi ne gledaju se upalne stanice blizu portalnih krvnih zila. U
zagradi (200 x) je uvecéanje pri kojem se promjena promatra.
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Kod Zivotinja histopatoloska slika NAFLD-a moZze se razlikovati od one videne kod ljudi. Ne
samo vrsta zivotinje, nego 1 soj te vrsta prehrane moze izmijeniti histoloSku prezentaciju
NAFLD-a?%. Zbog toga je predlozena drugacija gradacija NAFLD-a* u glodavaca gdje su
izostavljeni neki tipi¢ni znaci oSte¢enja hepatocita (baloniranje, Malorijeva tjelesca i sl.) koja se

ne nalaze kod NAFLD-a u svim vrstama i sojevima laboratorijskih miseva i Stakora.

1.2.4. Patogeneza NAFLD-a

NAFLD se razvija kada brzina sinteze jetrenog triglicerida, zbog pove¢anog prihvac¢anja masnih
kiselina i esterifikacije u trigliceride, kao i od de novo sinteze triglicerida iz ugljikohidrata i

metabolizma bjelanéevina, premasuje brzinu katabolizma triglicerida u jetri?*,

Jedna od najranijih prihvaéenih teorija u zivotinjskim modelima NAFLD-a i njegovo
napredovanje od jednostavne steatoze hipoteza je ,,Two hit“®. Prvi udarac ,,hit* ukljucuje
akumulaciju neutralnih masti u jetri, $to uzrokuje jednostavnu jetrenu steatozu koja sama dovodi
do otpornosti na inzulin u jetri (IR) aktivirajuci protein kinazu i c-Jun N-terminalne kinaze koji
ometaju fosforilaciju tirozina na inzulin receptoru supstrat 1 (IRS-1) i 2 (IRS-2), kao i na
djelovanje inzulina u hepatocitima®®. Nakon $to se dode do jetrene steatoze, napredovanje u
steatohepatitis ukljucuje ,,drugi udarac, a smatra se da oksidativni stres igra klju¢nu ulogu.
Masna jetra podloznija je oksidativnoj ozljedi. Oksidacijski stres proizlazi iz neravnoteze
prooksidansa i1 antioksidansa i dovodi do lipidne peroksidacije. Kemijska modifikacija bioloskih
molekula mozZe biti izravno otrovna za stanice ili moze stimulirati odgovor domacina koji se
prevodi u upalu, proizvodnju kolagena i daljnje napredovanje bolesti?’. Otpornost na inzulin
moze biti predispozicija za oksidativni stres poticanjem mikrosomalnih lipidnih peroksidaza i
smanjenjem mitohondrijske B-oksidacije?®. Posljednjih godina prihvac¢eno je teorija ,,Multiple
hit“ ili ,,Paralelne hit®, otkrivajuci da jednostavna teorija ,,Two Hit“ ne objaSnjava napredovanje
NAFLD-a u svim slucajevima®®3! | a sugerira se da je prvi udarac inzulinska rezistencija i
povezani metabolic¢ki poremecaj. Hiperinzulinemija uzrokovana inzulinskom rezistentnos¢u
rezultira pove¢anom de novo lipogenezom jetre i smanjenom inhibicijom lipolize adipoznog tkiva

koja u konacnici dovodi do povecanog izbacivanja slobodnih masnih kiselina iz adipoznog tkiva
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u jetru Nakon pocetnog infiltracije, jetra postaje ranjiva na niz udaraca koji mogu slijediti, $to

dovodi do ozljede hepatocita i napredovanja od jednostavne steatoze do NASH-a i fibroze®2.

1.2.5. Cimbenici rizika

Suvremeno drustvo donijelo je duboke promjene u na¢inu zivota koje vode poteskocama i
situacijama koje rezultiraju pretjeranim i neizbalansiranim unosom nutrijenata, sjedilackim
nacinom Zzivota i dugotrajnim, kroni¢énim stresom. NAFLD- se smatra jetrenom manifestacijom
metaboli¢kog sindroma®? 34, Pretilost, dislipidemija i inzulinska rezistencija smatraju se
¢imbenicima metabolickog sindroma koji imaju ulogu u nastanku masne promjene jetre ili su
rezultat masne promjene jetre. Metabolicki sindrom skup je tri ili viSe stanja koja ukljucuju
razli¢ite metabolicke poremecaje kao $to su pretilost, poviSena koncentracija triglicerida u
plazmi, povisena koncentracija glukoze u plazmi, smanjena koncentracija HDL-a i hipertenzija je
povezan s rizikom razvoja kardiovaskularnih bolesti i dijabetesa tipa 2%. Prije 20 godina procjena
je bila da jedna Cetvrtina odrasle populacije Sjedinjenih Americkih Drzava (SAD) ima
zadovoljene kriterije za dijagnozu metabolickog sindroma, a danasnja procjena je da trec¢ina

odrasle populacije ispunjava te kriterije®.

1.2.5.1. Stres

Stres aktivira obrasce ponasanja i fizioloSke reakcije kao $to su reakcije "obrane" 1 "poraza" koje
su korisne za opstanak pojedinca i vrste, ali kada je stres kroni¢an moze imati lose posljedice na
zdravlje koje povezujemo s metaboli¢kim sindromom®’. Kod ljudi je dovedena povezanost
kroni¢nog stresa sa stanjima koja mozemo povezati s metabolickim poremecajima. Stres ima
negativan u¢inak na lipide u plazmi®® i hipertenziju®®, poveéavajudéi rizik od krvoZilnih bolesti*.
Takoder, dokazano je da kroni¢an stres moze uzrokovati i nastanak NAFLD-a. Kod miga* stres u
trajanju od dvanaest tjedana doveo je do masne promjene jetre i povisenih jetrenih triglicerida te

jetrenih transaminaza.
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1.2.5.2. Pretilost

Pretilost se definira kada je indeks tjelesne mase 30 ili ve¢i*. Indeks tjelesne mase (ITM) omjer
je kvadrata mase u kilogramima i kvadrata visine u centimetrima i sluzi nam za odredivanje

uhranjenosti.

U SAD-u vige od treé¢ine odrasle populacije po tom je kriteriju pretilo®®, ali procjeni pretilosti
postalo je ocito da nije samo veli¢ina povecanja mase vazna ve¢ i mjesto distribucije masnog

tkiva.

Visceralno nakupljanje masti jedan je od najvaznijih ¢imbenika u metabolickom sindromu i po
definiciji IDF-a kljucan kriterij za dijagnozu metaboli¢kog sindroma. Za razliku od supkutanog
nakupljanja masti, abdominalno ili visceralno nakupljanje masti povezano je s pove¢anim
rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti i usko je povezano s inzulinskom rezistencijom i
dislipidemijom*:. ITM-om ne moZemo utvrditi distribuciju masnog tkiva i zato moramo izmjeriti
opseg struka da bismo utvrdili postojanje masne pretilosti jer ITM moze navesti i na krive
zakljucke kao kod osoba koje imaju veéu misiénu masu®. Kriterij za dijagnozu abdominalne
pretilosti opseq je struka vec¢i od 102 cm za muskarce i 88 cm za Zene. Po tom kriteriju vise od
polovica odrasle populacije SAD-a ima abdominalnu pretilost po kriteriju®® (Ford, 2014.)
abdominalne pretilosti ako je opseg struka ve¢i od 102 cm za odrasle muskarce i 88 cm za odrasle

zene.

1.2.5.3. Inzulinska rezistencija

Inzulinska rezistencija definirana je kao smanjena sposobnost tkiva da reagira na djelovanje
inzulina. Masno tkivo jedno je od tkiva koje reagiraju na inzulin, a inzulin stimulira pohranu
triglicerida u masnom tkivu pomocu visestrukih mehanizama, uklju€ujuéi promicanje
diferencijacije pred adipocita u adipocite, povecavaju¢i unos glukoze i masnih kiselina dobivenih

iz cirkuliraju¢ih lipoproteina i lipogeneze u zrelim adipocitima i inhibiran lipolizu*’.

Masno tkivo metaboli¢ki je i endokrino aktivni organ®®. Kod ekscesivnog nakupljanja masnog

tkiva, ali i kod stanja mrSavosti i lipidopatija, dolazi do niza poremecaja. Visceralno masno tkivo
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povezano je s nastankom inzulinske rezistencije*® *°. Kako je to¢no povezano jos se ne zna ali
ono moze izlucivati adipokine koji umanjuju osjetljivost inzulina u tkivima poput jetre i misica.
Druga je moguc¢nost ta da je nakupljanje visceralne masti paralelni pokazatelj akumulacije lipida
koji se javljaju u jetri i miSi¢u, uzrokujuéi, zbog lipotoksi¢nosti, otpornost na inzulin u tim
tkivima. Visceralno masno tkivo akumulira makrofage koji oslobadaju upalne citokine koji mogu
djelovati na inzulinsku osjetljivost, a postoji i moguénost da i lipotoksi¢nost u perifernom tkivu i
visceralna proizvodnja citokina u masnom tkivu moze doprinijeti sistemskoj inzulinskoj
rezistenciji®®. Visceralno masno tkivo izlu¢uje TNF-a i IL-6. TNF-a je citokin koji pokreée
lucenje slobodnih masnih kiselina (FFA) iz masnog tkiva u krvotok. Kod pretilih osoba ispustaju
se velike koli¢ine TNF-a koji je barem djelomice odgovoran za razvoj inzulinske rezistencije i
dislipidemije kod pretilosti. Jos jedan vazan ¢imbenik je da te oslobodene masne kiseline i
citokini iz visceralnog masnog tkiva ulaze putem portalnog krvotoka direktno u jetru gdje mogu
izazvati masnu promjenu jetre i inzulinsku rezistenciju jetre®2. Interleukin 6 ima vaznu ulogu u
kontroli glikemije kod misiénog rada®® ali kroni¢no povecanje IL-6, kao $to je nadeno u mnogih
ispitanika s metabolickim poremecajima, moze dovesti do otpornosti na inzulin u jetrenim i

masnim stanicama te tako moze pogorsati sindrom®*,

Ima vise teorija o nastanku i razvoju NAFLD-a, ali smatra se da inzulinska osjetljivost jetre ima
kljuénu ulogu u nastajanju i/ili progresiji NAFLD-a?. Jetrena rezistencija na inzulin moze nastati
ve¢ samo nakon 3 dana visokomasne prehrane?® >°. Smatra se da je ona odgovorna za daljnju
kaskadu dogadaja koja dovodi do metaboli¢kih poremecaja kao $to je dislipidemija te povezana

stanja metaboli¢kog sindroma 2° 56-%8,

1.2.5.4. Dislipidemija

Dislipidemija je poremecaj koncentracije lipida u krvi. Kod nje dolazi do povecane koncentracije
triglicerida u i LDL-kolesterola u plazmi i smanjenje koncentracije HDL-a u plazmi.
Najznacajniji faktor koji pridonosi dislipidemiji povezanoj s pretilosti je nekontrolirano
oslobadanje slobodnih masnih kiselina iz masnog tkiva, osobito visceralnog masnog tkiva,

pomocu lipolize, §to uzrokuje povecanu emisiju masnih kiselina u jetru i sintezu lipoproteina vrlo
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male gustoce. Hipertrigliceridemija moZe biti glavni uzrok ostalih abnormalnih lipida jer ¢e
dovesti do odgodenog uklanjanja lipoproteina bogatih trigliceridima i stvaranja LDL-a. Pove¢ano
oslobadanje slobodnih masnih kiselina dovodi do akumulacije triglicerida (TG) u jetri. To dovodi
do povecane sinteze jetre velikih lipoproteina vrlo niske gusto¢e (VLDL) koji smanjuju lipolizu
hilomikrona. Lipoliza je dodatno oStecena u pretilosti smanjenjem razine ekspresije mRNA
lipoproteinske lipaze (LPL) u adipoznom tkivu i smanjenom aktivno$¢u LPL u skeletnom misSicu.
Hipertrigliceridemija dodatno inducira pove¢anu razmjenu kolesterola 1 triglicerida izmedu
VLDL i HDL i lipoproteina niske gustoce (LDL) pomocu kolesterol ester-transfer-proteina
(CETP). To dovodi do smanjenja koncentracije HDL i smanjenja sadrzaja TG u LDL-u. Osim
toga, jetrena lipaza (HL) uklanja trigliceride i fosfolipide iz LDL-a za kona¢nu tvorbu
trigliceridima osiromasenog malog gustog LDL-a koji ima vrlo veliku aterogensku ulogu®® °.
Snizena koncentracija HDL-a u uskoj je vezi s kardiovaskularnim poremecajima bez obzira na to

imaju li pacijenti povisenje triglicerida®.

1.2.5.5. Prehrana kao ¢imbenik rizika

Zapadnjacka prehrana bogata mesom, zasi¢enim mastima i preradenim ugljikohidratima povezuje
se s pretilosc¢u, dijabetesom tipa II, metabolickim sindromom i razvojem masne promjene jetre,
dok mediteranska dijeta bogata mastima iz maslinova ulja te vo¢em i povréem povoljno utjece na
jetru i metabolicki status®®3,U zapadnom svijetu konzumiranje bezalkoholnih pi¢a bogatih
fruktozom i rafiniranim $eéerima® % te konzumiranje SFA masnih kiselina povezano je s
epidemijom pretilosti i masne jetre te njezinom progresijom do NASH-a®®-8, To dolazi do
izrazaja ako se poklope svi elementi zapadnjacke dijete gdje imamo viSe prehrambenih
gimbenika koji dovode do steatoze ili NASH-a®%. Mediteranska prehrana znacajno je povezana s
manjim stupnjem jetrene steatoze te manjim postotkom steatohepatitisa, kako je procijenjena
biopsijom jetre’™. Stovise, u istom istraZivanju veca privrzenost mediteranskoj prehrani bila je
povezana s nizim stupnjem rezistencije na inzulin, za koji se smatra da je glavni patogeni
mehanizam u NAFLD-u. Koristan u¢inak mediteranske prehrane potje¢e od mononezasi¢enih
masnih kiselina, uglavnom iz maslinova ulja. Od slobodnih masnih kiselina u maslinovu ulju

dominira mononezasi¢ena oleinska kiselina koje ima oko 72 %, dok su manje zastupljene
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polinezasi¢ena n-6 linolna (13 %) i zasi¢ene palmitinska (11 %) i stearinska masna kiselina (2
%). Ima i oko 0,5 % n-3 linooleinske i otprilike isti postotak palmitoleinske kiseline™ 2, Dijeta
bogata maslinovim uljem smanjuje nakupljanje TG-a u jetri, poboljsava postprandijalni lipidni
status, glukozu kod subjekata otpornih na inzulin i poboljSava ekspresiju glukoze transporter-2 u
jetri’®. Suncokretovo ulje bogato je polinezasi¢enom linolnom kiselinom (63 %). Oleinske
kiseline ima oko 26 %, a zasi¢ene palmitinske 6 %. Ima samo oko 0,2 posto n-3 PUFA'2, Ulje
bucinih kostica ima nesto vecu koli¢inu mononezasic¢ene kiseline od suncokretova ulja (35 %),
linolne kiseline ima oko 47 %, a palmitinske oko 12 % te stearinske 5 %. Za razliku od maslinova
i suncokretova ulja sadrzi i margarinsku kiselinu (0,7 %)*. Prosje¢ni sastav slobodnih masnih
kiselina u ta tri ulja prikazan je u tablici 2. Podaci su preuzeti iz radova radenih na nasem

podruéju s uljima nasih proizvodaga’ 274,

Koli¢ina i sastav slobodnih masnih kiselina moZe imati klju¢nu ulogu u razvoju NAFLD-a,
neovisno o unosu kalorija™'®. U usporedbi s izokaloriskim i izolipidnim unosom SFA, n-6 PUFA
smanjuju jetreno nakupljanje lipida i poboljsavaju metaboli¢ki status bez gubitka tezine kod
osoba s visceralnom pretilos¢u .Visoki unos PUFA n-6 na racun SFA ne uzrokuje nikakve
znakove upale ili oksidativnog stresa’’. Postojeéi dokazi kod ljudi, iako ograni¢eni, ne pokazuju
vezu izmedu veéeg unos linolne kiseline i upale in vivo’®, Dokazano je da visokomasna
1zokalori¢na dijeta u zdravih muskih osoba nakon samo jednog tjedna uzrokuje nakupljanje masti
u jetri’®. Kod pretilih, inace zdravih Zenskih osoba, visokomasna izokalori¢na prehrana u trajanju

od dva tjedna izazvala je nakupljanije lipida u jetri®.
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Tablica 2. SASTAV MASNIH KISELINA U BUCINU, MASLINOVU | SUNCOKRETOVU

ULJU (g u 100g9)

Bucino ulje

Maslinovo ulje

Suncokretovo ulje

C14:0
C16:0
C16:1
C17:0
C18:0
C18:1
C18:2
C18:3
C20:0
C20:1
C22:0
C24:0

miristinska
palmitinska
palmitoleinska
margarinska
Sterainska
Oleinska
Linolna
linolenska
Arahidna
gadoleinska
Behenska

lignocerinska

0,1
12,01
0,13
0,07
5,25
35,12
46,58
0,25
0,32
0,09
0,08

/

0,01
11,3
0,7
0
2,2
71,6
12,7
0,6
0,4
0,3
0,1
0,1

0,04

5.8

0,1
0
3

26,1
63,2

0,2
0,2
0,2
0,7
0,3

Preuzeto i prilagodeno iz Zaneti¢ M, Gugié¢ M. Health values of olive o0il’*, Skevin D. Kraljié¢ K,

Mileti¢ L, Obranovi¢ M, Nederal S, Petri¢evi¢ S. Adulteration of Oblica virgin olive oil with

edible sunflower and refined olive pomace 0il’*, Naki¢ S, Rade D, Skevin D, Strucelj D,

Mokrov¢ak Z, Bartoli¢ M. Chemical characteristics of oils from naked and husk seeds of

Cucurbita pepo L™

U tablici 3. preuzetoj i prilagodenoj iz preglednog rada®’ o utjecaju prehrane i dijete na NAFLD ,

prikazani su svi nutritivni faktori koji djeluju negativno na jetru (faktor rizika), pozitivno (

protektivni faktor) ili je uloga nedovoljno istrazena s opre¢nim rezultatima (sporan faktor). Iz te

se tablice vidi da je povecani unos SFA na racun nezasi¢enih jedan od faktora rizika za nastanak

NAFLD-a, a takav unosu obiljezje je suvremene zapadnjacke prehrane.
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Tablica 3. PREHRAMBENI FAKTORI RIZIKA ZA NASTANAK NAFLD-A.

Faktor rizika Protektivni faktor Sporan faktor
Visokomasna dijeta Konzumacija kave, Ukupan unos kalorija
Visoki unos SFA, zelenog Caja Ukupan unos bjelanéevina
transmasnih kiselina, Umjerena konzumacija Povecani unos n-6 PUFA
kolesterola, ugljikohidrata, alkohola Antioksidanti (vitamini,
jednostavnih Konzumacija MUFA i n-3  dumbir, ginseng)
ugljikohidrata, fruktoze , PUFA masnih kiselina Probiotici

saharoze Konzumiranje namirnica

Smanjeni unos PUFA niskog glikemijskog

Smanjeno konzumiranje indeksa

voca Konzumacija bjelan¢evina

soje i sirutke

Konzumacija vlakana

Preuzeto i prilagodeno iz Fan JG, Cao HX. Role of diet and nutritional management in non-

alcoholic fatty liver disease®’.
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2.1 CILJ

Cilj je ovog istrazivanja ispitati utjecaj visokomasne prehrane razlic¢itog sastava i omjera masnih
Kiselina, kakve nalazimo u bué¢inu, suncokretovu i maslinovu ulju u trajanju od 3 tjedna, na
tjelesnu masu, na nakupljanje masnoca u jetri, na fiziolosku regulaciju otpustanja glukoze iz jetre
I osjetljivosti na inzulin, s ciljem da se pronade omjer i sastav slobodnih masnih kiselina koji bi

djelovao povoljno na jetru i jetreni metabolizam.

Napravila sam histolosku analizu jetara zivotinja hranjenih visokomasnom prehranom te lipidni
status plazme uz prac¢enje mase Zivotinja i konzumiranja hrane. Opustanje glukoze iz kulture
hepatocita dobivenih od $takora hranjenih visokomasnom prehranom maslinovim i
suncokretovim uljem ve¢ je objavljeno® pa sam za ovo istrazivanje odabrala isti model

visokomasne prehrane s bu¢inim uljem za dobivanje kulture hepatocita.

2.2. HIPOTEZA

Povecani udio polinezasicenih masnih kiselina u prehrani dovodi do masne promjene u jetri i
nepovoljnijeg metabolickog ucinka na regulaciju otpustanja glukoze iz jetre i inzulinsku

osjetljivost, dok povecanje udjela mononezasi¢enih kiselina djeluje povoljnije.
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3.1. Materijali

U svom radu koristit ¢u sljede¢e materijale:

suncokretovo ulje, ekstra djevicansko maslinovo ulje, ulje bucinih kostica (Zvijezda, Zagreb,
Hrvatska). Standardna hrana za male laboratorijske zivotinje Mucedola srl. (Settimo Milanese
(M) Italija). Swim's S-77 medij (MyBiosource, Inc., San Diego, CA, USA), kolagen R (Serva
Elecreophoresis, Heidelberg, Njemacka). Glukagon, kolagenaza, inzulin, Hepes, penicilin,
albumin i M-199 medij (Sigma-Aldrich, St. Luis, MO, USA), natrijev tiopental Rotemexmedica
(Trittau, Njemacka). Koristit ¢u komercijalno dostupne kitove za odredivanje glukoze (Human
Diagnostics, Wiesbeden, Njemacka ) i lipida iz plazme (Herbos Dijagnostika plc., Sisak,

Croatia).

3.2. Zivotinje

3.2.1. Eticka dozvola

Istrazivanja sam provodila prema pravilniku o zastiti zivotinja koje se koriste u pokusima ili
druge znanstvene svrhe (NN13/55), a radi se o uzorkovanju za koje ve¢ postoji dozvola od
Ministarstva poljoprivrede Klasa:UP/I-322-01/14-01/11. UrBroj: 525-10/0255-14-2 od 15.
05.2014., uz dozvolu za nastambu za laboratorijske zivotinje registriranoj i oglaSenoj na
sluzbenim stranicama Ministarstva poljoprivrede, Uprave za veterinarstvo i zavedene u upisnik
pravnih osoba odobrenih i registriranih za provodenje pokusa i uzgoj laboratorijskih zivotinja pod
brojem HR-POK-010. Eticko odobrenje dobila sam od Povjerenstva za dobrobit zZivotinja
Medicinskog fakulteta Klasa: 641-01/17-04/01 UrBroj: 380-59-10106-17-100/216 od

13.07.2017. i Etickog odbora Stomatoloskog fakulteta Broj:05-PA-15-10/2017 od 19.10. 2010.
Tecaj za osposobljavanje osoba koje rade sa pokusnim zivotinjama polozila sam na

Prirodoslovnom-matemati¢kom fakultetu 14.02.2014. broj potvrde 90.3-14, HR 191/02/P.
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3.2.2. Zivotinje i smjestaj

Za ovo istrazivanje koriSteni su zdravi muski Stakori soja Wistar stari 2 mjeseca. Zivotinje su bile

smjestene pojedina¢no u polikarbonatne kaveze u standardnim i kontroliranim uvjetima na
temperaturi 21 + 2 °C na 12 satnom ciklusu svijetla i tame. Niti jedna zivotinja nije uginula ili
pokazivala znakove bolesti ili stresa tijekom trajanja pokusnog hranjenja. Svakodnevno sam

vagala masu zivotinja i koli¢inu konzumirane hrane.

Za ovo istrazivanje koristila sam 30 Stakora.

Za pokuse in vivo koristila sam :

- 6 zivotinja za kontrolu (SD)

- 6 zivotinja za visokomasnu prehranu (suncokretovo ulje, MDS)
- 6 zivotinja za visokomasnu prehranu (bucino ulje, MDB)

- 6 zivotinja za visokomasnu prehranu (maslinovo ulje, MDM).

Ostale zivotinje podijelila sam u dvije grupe (SD i MDB) i koristila sam za pokuse in vitro.
Grupe MDM i MDS nisam Koristila za pokus in vitro buduéi da je istrazivanje ve¢ ranije

napravljeno i objavljeno®.
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3.3. Metode

3.3.1. Pokusi in vivo

3.3.1.1. Pripremadijete

Standardna dijeta za kontrolnu skupinu (SD) sadrzavala je samo usitnjenu Standardnu hranu.
Skupina hranjena visokomasnom prehranom maslinovim uljem imala je dodatak usitnjenoj
standardnoj hrani od 30 % maslinova ulja (MDM). Skupina hranjena visokomasnom prehranom
suncokretovim imala je dodatak od 30% suncokretova ulja (MDS), a skupina hranjena
visokomasnom prehranom bué¢inim uljem imala je dodatak od 30 % bucina ulja (MDB). Priblizan
sastav makronutrijenata u standardnoj prehrani i u pripremljenim HFD dijetama prikazan je u
tablici 4. Omjer PUFA, MUFA i SFA masnih kiselina u standardnoj dijeti (SD) i HFD dijetama

prikazani je na slici 2.

Tablica 4. SASTAV SD | HFD DIJETA (g u 100g)

SD MDM MDS MDB
BJELANCEVINE 185 14,2 14,2 14,2
UGLJIKOHIDRATI 535 41,2 41,2 41,2
MASTI 23-3 24,8 24,8 24,8

SD, standardna dijeta; MDM, visokomasna dijeta s dodatkom maslinovog ulja; MDS,
visokomasna dijeta s dodatkom suncokretovog ulja; MDB, visokomasna dijeta s dodatkom ulja

bucinih sjemenki
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SD

MDM

MDS

MDB

Slika 2. Omjer slobodnih masnih kiselina u dijetama. SD, standardna dijeta; MDM, visokomasna

dijeta s dodatkom maslinovog ulja; MDS, visokomasna dijeta s dodatkom suncokretovog ulja;

MDB, visokomasna dijeta s dodatkom ulja bucinih sjemenki.
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3.3.1.2. Uzimanje uzoraka za biokemijsku i histoloSku analizu

3.3.1.2.1. Anestezija

Zivotinje sam nakon 21 dana pokusa anestezirala putem intraperitonealne injekcije natrijevim
thiopentalom, 10 mg/100 g mase zivotinje. Postupku uzimanja uzoraka pristupila sam nakon $to

sam utvrdila da Zivotinja nema refleks uklanjanja i da je u prikladnom stupnju anestezije.

3.3.1.2.2. Uzimanje uzoraka Krvi

Premazala sam trbusnu stjenku 75 %-tnim alkoholom i po linei albi otvorila trbusnu Supljinu te
prikazala visceralne organe i donju Suplju venu iz koje sam pomocu igle i Sprice uzela uzorak od
3 ml krvi. Krv sam odmah prebacila u epruvetu s EDTA i 10 puta njezno, bez mije$anja, okrenula

za 90°. Nakon toga prerezala sam Suplju venu i pri¢ekala da zivotinja iskrvari.

3.3.1.2.3. Uzimanje uzoraka za histoloSku analizu

Nakon iskrvarenja odstranila sam jetru koju sam odmah oprala u fizioloskoj otopini te izvagala.

Odmah potom jetra sam izrezala na kockice sa stranicama od 5 mm i fiksirala u fiksativu Carnoy.

3.3.1.3. Odredivanje lipida u plazmi

Odredena je koncentracija ukupnog kolesterola, triglicerida i HDL-kolesterola po standardnim

enzimatskim postupcima s komercijalnim testovima.
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LDL-kolesterol odredila sam po direktnoj Friedewaldaovoj metodi® pomoéu jednadzbe LDL =
TOT-CH - (TG/2,2) - HDL , a Non-HDL kolesterol po indirektnoj metodi koju su predlozili
Sanchez-Muniz i Batista®® pomoéu formule Non-HDL= TOT-CH — HDL.

3.3.1.4. Histoloski postupci

3.3.1.4.1. Priprema i bojanje preparata

Fiksirani preparati uklopljeni su u parafin i izrezani na polutanke rezove pomoc¢u mikrotoma.
Dobiveni uzorci bojeni su rutinskim histoloskim metodama bojenja hemalaun eozinom (HE) te
bojom Masson trikrom (TRIKROM).

3.3.1.4.2. Odredivanje stupnja steatoze

Pomoc¢u svjetlosnog mikroskopa pregledala sam preparate (HE) i odredila im stupanj steatoze
semikvantativnom metodom predlozenom po Bruntu i Klineru® te koju je Liang potvrdio i

modificirao za Zivotinjske modele?. Stupanj steatoze procijenila sam po podruéju zahvaéenosti

nakupljanjem masnih kapljica u hepatocitima. Stupanj I, 5 - 33 % ili zahvacenost hepatocita samo

u jednom acinarnom podrucju; od 33 do 66 % , steatoza prisutna u dva acinarna podrucja i
stupanj III s vise od 66 % hepatocita zahva¢enih masnom promjenom ili U sva tri acinarna
podrucja. Buduéi da je to semikvantitativna metoda,da bih potvrdila rezultate, preparate sam

fotografirala i na uvec¢anju od 200 X na 12 slu¢ajno odabranih fotografija po grupi, pomoc¢u

programa ImageJ , koristeci se brojacem stanica i reSetkom s 25 x 33 tocaka izbrojila hepatocite s

masnim kapljicama (slika 3.).
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Tablica 5. HISTOLOSKO PROCJENJIVANJE NAFLD-A KOD GLODAVACA PO LIANGU

0 1 2 3
STEATOZA
Makrovesikularna | <5 % 5-33% 33-66 % > 66 %
Mikrovezikularna | <5 % 5-33% 33-66 % > 66 %
Hipertrofija <5% 5-33% 33-66 % > 66 %
UPALA
Broj upalnih <05 0,5-1,0 1,0-2,0 >2,0

zariSta po vidnom
polju (uvecéanje
100 x)

Preuzeto iz Liang W, Menke AL, Driessen A, et al. Establishment of a General NAFLD Scoring

System for Rodent Models and Comparison to Human Liver Pathology?. Hipertrofija ozna¢ava

hepatocite koji imaju promjer 1,5 x veéi od normalnih, okolnih hepatocita. Zariste upale je

nakupina od 5 ili vise upalnih stanica, koje nisu poredane u tracke, te nisu u blizini krvnih zila.
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Slika 3. Histoloski prikaz preparata HE s resetkom 33 x 25 tocaka (Zuti krizi¢i). Iz ukupnog broja

stanica izuzela sam sve krizi¢e koji nisu padali na hepatocit, a ako su padali na hepatocit s
kapljicom masti zabiljezila sam ga kao masno promijenjenog, bez obzira na veli¢inu masne

kapljice (u ovom prikazu preparat iz grupe SD).

3.3.1.4.3. Utvrdivanje upalnih promjena i hipertrofije

Pregledala sam preparate (HE) na uveéanju 200 x radi utvrdivanja upalnih promjena prema
predlozenoj metodi. Upalno sam ZariSte odredila kao nakupinu od pet ili viSe upalnih stanica u
jetrenom parenhimu. Iskljucila sam stanice poslagane u trac¢cima i u blizini velikih krvnih zila.
Na uvecanju od 400 x gledala sam i baloniranje i hipertrofiju stanica. Hipertrofiranu stanicu

odredila sam kao stanicu koja je uvecana za 1,5 x od okolnih stanica.
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3.3.1.4.4. Utvrdivanje fibroti¢nih promjena

Fibrozu sam utvrdivala pomocu preparata obojanih Masson trikrom bojom.

3.3.2. Pokusi in vitro u primarnoj kulturi hepatocita

Za dobivanje primarne kulture hepatocita koristila sam zivotinje iz grupe SD i MDB.

3.3.2.1. Priprema Zivotinja

Nakon 21 dana pokusa, Stakore sam anestezirala prethodno opisanim postupkom. Nakon §to su
Zivotinje bile u dubokoj anesteziji, postavila sam ih na operacijski stoli¢ i premazala trbusnu i

prsnu Supljinu 75 %-tnim alkoholom.

3.3.2.2. Perfuzijajetre

Otvorila sam trbusnu Supljinu te prikazala jetru, portalnu venu te donju Suplju venu. Uvela sam
braunilu u portalnu venu te je podvezala, a donju Suplju venu sam zarezala. Perfundirala sam
jetru s medijem Swim's S-77. Nakon $to su se jetra isprala, uvela sam braunilu u donju Suplju
venu koju sam i podvezala iznad osita (slika 4.). Jetru sam perfundirala kolagenazom,
modificiranom tehnikom po Berryu i Friendu®*. Za perfuziju sam koristila peristalticku pumpu
MasterFlex (Cole Palmer, Vernon Hills, lllinois, SAD).
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Slika 4. Perfuzija jetre in situ.
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3.3.2.3. Nasadivanje hepatocita

Jetru sam pazljivo secirala te suspendirala hepatocite u mediju bez kolagenaze. Hepatocite sam
ispirala 2 x u mediju bez kolagenaze. Nakon §to se kolagenaza isprala, hepatocite sam
suspendirala na koncentraciju od 1 milijun stanica po mL u mediju M-199 s dodanih 2 g govedeg
albumina, 900 pug L-glutamina and 2.2 g NaHCOs po litri. Vijabilnost stanica odredila sam
pomocu plave boje Tripan, koristila sam samo one koje su imale viabilitet ve¢i od 95 %. Tri mL
suspenzije stavila sam u petrijevke promjera 60 mm i inkubirala 24 sata u CO_ inkubatoru
(Heraeus, Hanau, Njemacka) na 37 °C i mjesSavini zraka i 5 % CO>. Nakon 4 sata inkubacije,

medij sam izmjerila da bih odstranila mrtve i neprihvacene hepatocite (slika 5.) a potom ponovno

inkubirala 20 sati do pokusa (slika 6.).

Slika 5. Hepatociti Stakora nakon ¢etiri sata inkubacije, prije izmjene medija. Hepatociti su
okrugli, i vec¢ina ih je prihvaéena za podlogu.
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Slika 6. Hepatociti nakon 24 sata inkubacije, neposredno prije pokusa. Veéina hepatocita se

oporavila i ima karakteristican romboidan izgled. Hepatociti nakon 24 sata u kulturi organiziraju
tracke, kakve nalazimo u jetri. Crne stanice su mrtve stanice koje plutaju u mediju i1 koje ¢e se

prilikom ispiranja odstraniti.

3.3.2.4. Pokus otpustanja glukoze iz hepatocita

Nakon 24 sata u inkubatoru, medij sam odstranila i dodala 2 mL Hanks Hepesa bez glukoze s
dodatkom 10 mmol/L piruvata bez dodatka hormona (SD ili MDB), s dodatkom od 80 nmol/I
inzulina (SD(1) ili MDB(I)) s dodatkom 200 nmol/l glukagona (SD(G) ili MDB(G) te s dodatkom
oba hormona (SD(GI) ili MDB(GI)). Nakon 0., 60., 120. i 180. minute inkubacije 100 pL uzorka

uzela sam iz svake petrijevke za odredivanje glukoze. Uzorke sam odmah po uzimanju
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zamrznula. Nakon tri sata inkubacije medij sam odstranila i isprala kulture fizioloskom otopinom

te th smrznula u teku¢em dusiku.

3.3.2.5. Parametri

3.3.2.5.1. Glukoza

Za odredivanje glukoze koristila sam se enzimatskom metodom GOD-PAP (Glucose Liquicolor
set).

3.3.2.5.2. Proteini

Hepatocite sam digestirala u 0.2 M otopini NaOH te enzimatskom metodom po Lowry-ju®®

odredivala sadrzaj proteina.

Rezultate sam prikazala kao nmol glukoze/ mg proteina.

3.4. Statisticka analiza

Rezultati statistickih analiza prikazani su u obliku tablica i slika. Promatrane varijable su
prikazane srednjom vrijednos¢u i standardnom devijacijom. Za usporedivanje promatranih
varijabli izmedu odabranih skupina koristili smo se testom One-Way ANOVA uz post hoc Tukey

testom, a za usporedivanje promatranih vrijednosti izmedu dviju skupina, koristeni je t-test.
P-vrijednost postavljena je na < 0,05.

Broj zivotinja odredili smo, poStujuéi "3R" pristup, metodom "Resource Equation” pomoc¢u

formule :
E= (Ukupni broj Zivotinja u pokusu) - (broj grupa)

Gdje nam je E broj stupnjeva slobode u testu ANOVA i trebao bi biti izmedu 10 i 208,
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4.1. Pokusi in vivo

4.1.1. Unos hrane

U pracenih zivotinja analizirani je dnevni unos i ukupni unos hrane u gramima i kilodzulima.

U tablici 6. navedene su srednje vrijednosti i standardne devijacije dnevnog unosa hrane u
gramima (g) i kilodzulima (kJ) te ukupnog unosa hrane u gramima (g) i kilodzulima (kJ).
Statisticki znacajne razlike (p < 0,05) izmedu kontrolne skupine SD i svih skupina hranjenih

visokomasnom prehranom oznacene su u tablici s * ispred vrijednosti.

Tablica 6. DNEVNI | UKUPNI UNOS HRANE U (g) i (kJ)

SD MDM MDS MDB
Dnevni unos hrane 2390+ 1,73  "15,38+0,51 14,34+1,03 “14,08+1,53
(9)
Dnevni unos hrane 266,9+19,3  263,5+8,7 2456 +17,6 241,2+26,2
(kJ)

Ukupni unos hrane 501,8+36,3 7323,0+10,7 "301,2+23,2 295,8+321
(9)

Ukupni unos hrane 5605,5 + 5618,6 £ 5159,6 + 5067,1 £
(k) 505,1 183,5 397,4 549,9

Vrijednosti prikazane kao srednje vrijednosti uz pripadajucu aritmeti¢ku sredinu. Vrijednosti

oznacene * statisticki se razlikuju od skupine SD (p < 0,05).

Unos hrane u sve Cetiri grupe zivotinja bio je stabilan kroz cijeli eksperiment $to se moze
vidjeti na slici 7. (7.A unos hrane u gramima; 7.B unos hrane u kilodzulima). Zivotinje u
kontrolnoj grupi konzumirale su znacajno vise hrane u gramima nego zivotinje hranjene
visokomasnom prehranom, i to u dnevnom i ukupnom unosu, ali razlike u energetskom unosu
izmedu zivotinja na standardnoj hrani 1 visokomasnoj prehrani nije bilo, kao §to je prikazano

na slici 7.
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Slika 7. Dnevni unos hrane u gramima A i kilodzulima B . Standardna hrana (SD) ili
visokomasna prehrana s dodatkom maslinovog ulja (MDM) ili visokomasnom prehrana s
dodatkom suncokretovog ulja (MDS) ili visokomasna prehrana s dodatkom ulja bucinih

kostica.
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4.1.2. Dobivanje na masi

Na slici 8. prikazana je dnevna promjena u masi zivotinje kroz tri tjedna. Prikazane
vrijednosti su srednje vrijednosti mase u gramima. Nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u masi
Zivotinja na po¢etku pokusa niti kroz sva tri tjedna pokusa. Zivotinje su gotovo pravilno,
linearno, dobivale na masi. Jedino je skupina hranjena bucinim uljem oko dvanaestog dana
stagnirala, ali bez znacajnog utjecaja na razliku izmedu skupina, da bi nastavila dobivati
nakon toga pravilno na masi. Najveca razlika bila je prvi dan pokusa kada su zivotinje
hranjene maslinovim uljem izgubile na masi, ali taj gubitak nije bio znac¢ajan da bi bilo razlike

u masi zivotinja na taj dan izmedu skupina.

330
320
310
300
290
280
270 \

TJELESNA MASA

260 -'v

250

0 1 2 3 45 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
DAN

SD MDM MDS == MDB

Slika 8. Masa zivotinja u gramima po danima pokusa. Nije bilo statisticki znacajne razlike u
masi zivotinja izmedu skupina. Standardna hrana (SD) ili visokomasna prehrana s dodatkom
maslinova ulja (MDM) ili visokomasna prehrana s dodatkom suncokretova ulja (MDS) ili

visokomasna prehrana s dodatkom ulja bucinih kostica.

Na kraju pokusa nije bilo statisti¢ke razlike u masi zivotinja niti u postotku dobivene mase
(tablica 7.). Zivotinje iz skupine MDB, zbog blage stagnacije u dobivanju na masi oko
dvanaestog dana pokusa dobile su ukupno nesto manje mase od ostalih skupina, ali ta razlika

nije bila statisticki znacajna ni u zavr$noj masi izmedu grupa niti u postotku dobivene mase.
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Tablica 7. MASA ZIVOTINJA NA POCETKU TE NA KRAJU POKUSA

SD MDM MDS MDB
Inicijalna masa (g) 268 £29 268 + 38 252+ 11 274 £ 23
Finalna masa (Q) 324 +21 317 £33 297 £ 11 305+ 20
Ukupno dobiveno na masi (%) 21,7+£9,1 19,1+5.4 18,1 £5,2 11,8 £4,9

Inicijalna masa u gramima na pocetku pokusa. Finalna masa nakon 21 dana dijete. Standardna
hrana (SD) ili visokomasna prehrana s dodatkom maslinova ulja (MDM) ili visokomasnom
prehrana s dodatkom suncokretova ulja (MDS) ili visokomasna prehrana s dodatkom ulja
bucinih kostica. Vrijednosti su prikazane kao srednja vrijednost + standardna devijacija.

Iako nije bio zabiljezen znacajan porast mase kod Zivotinja hranjenih visokomasnom
prehranom u odnosu na kontrolu koji bi govorio u prilog debljini i pretilosti, kod otvaranja
trbusne Supljine, Stakori koji su hranjeni visokomasnom prehranom s dodatkom suncokretova
ili buc¢ina ulja imali su makroskopski evidentno visceralno nakupljanje masnoga tkiva kao §to

je prikazano na slici 9.

Stakori hranjeni maslinovim uljem imali su vizualno neznatno veéu koli¢inu visceralnog tkiva
u odnosu na kontrolu. Stakori hranjeni suncokretovim uljem imali su obilje visceralnoga
masnog tkiva, a to je povecanje bilo osobito evidentno u podrucju epididimalnoga masnog
tkiva( na slici oznaeno crnom strelicom). Stakori hranjeni bué¢inim uljem imali su poveéanu

koli¢inu visceralnoga masnog tkiva, ali ne tako obilnu kao kod suncokretova ulja.
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Slika 9. Organi viscere in situ nakon 21 dana prehrane standardnom hranom (SD) ili
visokomasnom prehranom s dodatkom maslinova ulja (MDM) ili visokomasnom prehranom s
dodatkom suncokretova ulja (MDS) ili visokomasnom prehranom s dodatkom ulja bucinih
kostica. Plava strelica oznacuje jetru, a crna strelica u MDS | MDB grupama oznacuje

epididimalno masno tkivo.
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4.1.3. Masa jetre i makroskopski izgled jetre

Masa jetre kod svih skupina nije se znacajno statisticki razlikovala. Na slici 10. prikazane

su srednje vrijednosti mase jetre u gramima s pripadaju¢om standardnom devijacijom.

14

12

10

masa jetre (g)

B sbp EMDM EMDS EMDB

Slika 10. Masa jetre nakon 21 dana prehrane standardnom hranom (SD) ili visokomasnom
prehranom s dodatkom maslinova ulja (MDM) ili visokomasnom prehranom s dodatkom
suncokretova ulja (MDS) ili visokomasnom prehranom s dodatkom ulja bucinih kostica.

Prikazane vrijednosti su srednje vrijednosti uz pripadajuc¢u standardnu devijaciju.

Omjer mase jetre i mase Zivotinje, kao §to je prikazano na slici 11. bio je bez znacajne razlike

izmedu grupa.

43



Iva Marolt Banek, Disertacija

3,5
3
2,5
2
1,5
1

0,5

masa jetre (g) /masa Zivotinje (g)

msD EMDM EMDS EmMDB

Slika 11. Omjer mase jetre i mase zivotinje nakon 21 dana prehrane standardnom hranom
(SD) ili visokomasnom prehranom s dodatkom maslinova ulja (MDM) ili visokomasnom
prehranom s dodatkom suncokretova ulja (MDS) ili visokomasnom prehranom s dodatkom
ulja bucinih kostica. Prikazane vrijednosti su srednje vrijednosti uz pripadajucu standardnu

devijaciju.

Makroskopski (slika 12.), jetra iz kontrolne skupine imala su tamnu, bogatu boju. Jetra iz
skupina hranjenih visokomasnom prehranom bila su nesto svjetlije boje koja je najocitija bila
u grupi hranjenoj dodatkom suncokretova ulja, a najmanje u grupi hranjenoj dodatkom
maslinova ulja. U grupi hranjenoj suncokretovim uljem, iako nije bilo zna¢ajne razlike u
tezini jetre, jetreni reznjevi izgledali su ote¢eno. Kod svih skupina jetra su na dodir bila

glatka.
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Slika 12. Makroskopski prikaz jetre nakon 21 dana prehrane standardnom hranom (SD) ili

visokomasnom prehranom s dodatkom maslinova ulja (MDM) ili visokomasnom prehranom s
dodatkom suncokretova ulja (MDS) ili visokomasnom prehranom s dodatkom ulja bu¢inih

kostica.
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4.1.4. Lipidni profil plazme

Zivotinjama iz skupina SD, MDM, MDS i MDM enzimatski je odredivana koncentracija
ukupnog kolesterola, triglicerida, HDL-kolesterol, a racunski LDL-kolesterol i Non-HDL-
kolesterol. U tablici 8. navedene su srednje vrijednosti i pripadne vrijednosti standardne

devijacije u kontrolnoj skupini i skupinama hranjenih visokomasnom prehranom.

Tablica 8. LIPIDNI PROFIL PLAZME STAKORA NAKON 21 DANA STANDARDNE ILI
EKSPERIMENTALNE DUETE

SD MDM MDS MDB
TG (mmol/L) 043+0,18  063+040  041+018 0,46 = 0,20
Total-CH (mmol/L) 094+010  095+0,09 0,97+ 0,03 0,94 + 0,09
HDL (mmol/L) 049+013  041+006  046+0,12 0,48+ 0,17
LDL (mmol/L) 026+0,16  025+0,14  0,32+0,19 0,25+ 0,16
Non-HDL 045+0,13  054+007  0,51+0,12 0,46 + 0,21

(mmol/L)

Prehrana standardnom hranom (SD) ili visokomasnom prehranom s dodatkom maslinova ulja
(MDM) ili visokomasnom prehranom s dodatkom suncokretova ulja (MDS) ili
visokomasnom prehranom s dodatkom ulja bucinih kostica. TG, trigliceridi; Total-CH,
ukupni kolesterol; HDL, lipoprotein velike gustoée; LDL, lipoprotein male gustoc¢e, Non-
HDL, ukupni lipoproteini koji nisu velike gustoce.

U odnosu na kontrolnu skupinu SD, koncentracija TG, totalnog kolesterola i HDL-kolesterola
statisti¢ki se ne razlikuju. Izracunate vrijednosti LDL-kolesterola i Non-HDL-kolesterola
takoder ne pokazuju razliku u odnosu na kontrolnu skupinu.. Nije bilo razlike u mjerenim i
izraCunatim parametrima izmedu skupina hranjenih visokomasnom prehranom s dodatkom

razlicitih ulja.
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4.1.5. Histoloska analiza i usporedba

Na slici 13. prikazani su postoci masno infiltriranih hepatocita dobiveni brojenjem pomocu

reSetke. Prikazane vrijednosti su srednja vrijednost po grupama uz standardnu devijaciju.

lw_ *

40 -

20 -

SD MDM MDS MDB

Slika 13. Postotak hepatocita s masnim kapljicama nakon 3 tjedna hranjenja standardnom
prehranom (SD) ili visokomasnom prehranom s maslinovim uljem (MDM), suncokretovim

uljem (MDS) ili bu¢inim uljem (MDB). Navedene vrijednosti su srednja vrijednost uz

pripadajucu standardnu devijaciju dobivena brojenjem hepatocita iz 12 nasumic¢no odabranih

polja po grupi zivotinja. Vrijednosti oznacene * statisticki se razlikuju od skupine SD (p <
0,05).

Postotak hepatocita u grupi SD odgovara stupnju 0. i statisti¢ki se zna¢ajno razlikuje (p <

0,05) od grupe MDM, MDS i MDB. MDM pokazuje 1. stupan;j steatoze i znacajno (p < 0,05)
i se razlikuje od grupe SD, MDS i MDB. MDS pokazuje 3. stupanj steatoze i razlikuje se (p <
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0,05) od grupe SD, MDM i MDB. Grupa MDB ima 2. stupanj steatoze i znacajno se razlikuje
od grupe SD, MDM i MDS.

4.1.5.1. Histoloska analiza kontrolne skupine

Histoloska analiza HE (slika 14.) i Masson trikrom (slika 15. i slika 16.) obojenih preparata u
kontrolnoj grupi pokazuju normalnu histolosku gradu jetre. Stupanj steatoze je 0. Hepatociti

su poslagani u tracke koji se protezu od centralne zone s centralnom venom prema portalnoj

zoni s jasno vidljivim sinusoidnim prostorima.

Slika 14. HE, 100 x uvecanje histoloskog preparata skupine SD. Nisu vidljive promjene koje
bi odgovarale NAFLD-u.

Na preparatima nema vidljivih upalnih Zarista ili znakova baloniranja ili hipertrofije

hepatocita. Na trikrom obojenim preparatima nisu vidljive fibroti¢ne promjene.
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Slika 15. Preparat obojen Massonovom trikrom bojom za prikazivanje fibroti¢nih promjena,

uvecanje 100 x. Normalna grada jetre u skupini SD nakon 21. dana prehrane standardnom
hranom.
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Slika 16. Preparat obojen Massonovom trikrom bojom za prikazivanje fibroti¢nih promjena,

uvecanje 400 x. Prikaz portalnog trijasa. Normalna grada jetre u skupini SD nakon 21. dana

prehrane standardnom hranom.

4.1.5.2. Histoloska analiza skupine tretirane maslinovim uljem

Skupina hranjena visokomasnom prehranom s maslinovim uljem imala je blagu steatozu

(slika 17.) sto odgovara 1.stupnju.

Kod skupine MDM prisutna je steatoza samo u periportalnoj zoni. Hepatociti u toj zoni
pokazuju mikrovesikularnu steatozu gdje jezgra hepatocita nije potisnuta u stranu. Hepatociti
su poslagani u vidljive tracke s normalno istaknutim sinusoidama. Nema znakova upale,

baloniranja niti znacajne hipertrofije hepatocita. Takoder nema naznaka fibroze (slike 18. i

19.).
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Slika 17. HE, 100 x uvecanje histoloskog preparata skupine MDM nakon 21 dana dijete.

Vidljiva blaga steatoza u portalnom podrucju. Na slici je oznacen jedan acinus; strelice

oznacuju portalne trijase, a centralna vena oznacena je *.
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Slika 18. Preparat obojen Massonovom trikrom bojom za prikazivanje fibroti¢nih promjena u

skupini MDM nakon 21 dana dijete (uvecanje 100 X). Nema vidljivih fibroti¢nih promjena.
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Slika 19. Preparat obojen Massonovom trikrom bojom za prikazivanje fibroti¢nih promjena,

uvecanje 400 x. Prikaz portalnog trijasa 21. dan visokomasne prehrane s dodatkom maslinova

ulja nije uzrokovalo fibroticke promjene u periportalnom prostoru.

4.1.5.3. Histoloska analiza skupine tretirane suncokretovim uljem

Skupina hranjena suncokretovim uljem ima nakupljanje lipida u sve tri acinarne zone §to
odgovara 3. stupnju steatoze (slika 20.). U periportalnoj i sredi$njoj zoni svi hepatociti su
masno promijenjeni s obiljem sitnih masnih kapljica (mikrovesikularna steatoza). Dio
hepatocita u centralnoj zoni takoder imao masnu infiltraciju. Vidljivo je da su hepatociti
poslagani u tracke, ali sinusoide u periportalnoj i sredi$njoj zoni SuU suzene, a pojedini
hepatociti u tim zonama hipertrofirani zbog obilja masnih kapljica. Nije bilo naznaka upale ili
fibroze (slike 21.1 22.).
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Slika 20. Histoloski prikaz jetre, HE, uvecanje 100 X , nakon 21. dana hranjena

visokomasnom prehranom sa suncokretovim uljem. Vena centralis oznacena je *, a strelicom

primjer hipertrofiranog hepatocita.
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Slika 22. Preparat obojen Massonovom trikrom bojom za prikazivanje fibroti¢nih promjena,
uvecanje 400 x. Prikaz portalnog trijasa. 21. dan visokomasne prehrane s dodatkom

suncokretova ulja nije uzrokovalo fibroticke promjene u periportalnom prostoru.

4.1.5.4. HistoloSka analiza skupine tretirane buc¢inim uljem

Kod zivotinja hranjenih bu¢inim uljem steatoza je bila prisutna u dvije zone i nije sezala do
zone vene centralis kao kod suncokretova ulja $to odgovara 2. stupnju steatoze (slika 23.).
Mogao se pratiti tra¢ak hepatocita i sinusoida od vene centralis do periportalne zone gdje su
se sinusoide suzile. Histoloski, nismo nasli upalne promjene ili znakove. Steatoza je bila
mikrovesikularna. Hipertrofija hepatocita nije bila znacajna. U trikrom obojenim preparatima

nismo nasli znakove fibroze (slike 24. i 25.).
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Slika 23. Histoloski prikaz jetre, HE, uveéanje 100 X, nakon 21. dana hranjena visokomasnom

prehranom s bu¢inim uljem.
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Slika 24. Preparat obojen Massonovom trikrom bojom za prikazivanje fibroti¢nih promjena u

skupini MDM nakon 21 dana dijete, uve¢anje 100 X. Nema vidljivih fibroti¢nih promjena.
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Slika 25. Preparat obojen Massonovom trikrom bojom za prikazivanje fibroti¢nih promjena,

uvecanje 400 x. Prikaz portalnog trijasa. 21. dan visokomasne prehrane s dodatkom bucina

ulja nije uzrokovalo fibroticke promjene u periportalnom prostoru.
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4.2. Pokusi in vitro —ispitivanje inzulinske osjetljivosti u

primarnoj kulturi jetrenih stanica

Regulacija otpustanja glukoze iz jetrenih stanica izoliranih iz Stakora na

standardnoj dijeti i na visokomasnoj dijeti bu¢inim uljem

U primarnim kulturama stanica jetre mjerena je koli¢ina otpustene glukoze kao 1 utjecaj
hormona inzulina i glukagona na otpustanje glukoze. Sve kulture bile su inkubirane u Hanks
Hepes mediju bez glukoze uz dodatak 10 mmol piruvata, bazalno bez hormona (SD i MDB)
ili uz dodatka hormona inzulina (SD(I), MDB(l), glukagona (SD(G), MDB(G)) i oba
hormona (SD(GI), MDB(GI)). Za svaki pokus koristila sam po 5 petrijevki.

4.2.1 Bazalno otpustanje glukoze
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Slika 26. Otpustanje glukoze (nmol/mg proteina) u kulturi hepatocita inkubiranoj u mediju
Hanks Hepes bez glukoze s dodatkom 10 mmol/L piruvata, izoliranih iz Stakora na
visokomasnoj dijeti s bu¢inim uljem (MDM) ili iz Stakora na standardnoj dijeti (SD). Svaka

vrijednost je aritmeticka sredina + standardna devijacija.

Slika 26. prikazuje bazalno otpustanje glukoze u kulturama inkubiranim u Hanks Hepes

mediju uz dodatak piruvata (10 mmol/L) kroz tri sata. U kontrolnoj grupi kultura (SD)
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ukupno se otpustilo oko 97,18 + 28,71 nmol/mg glukoze, a iz kultura hepatocita dobivenih iz

MDB 100,90 + 9,06 nmol/mg glukoze. Ukupno otpustanje glukoze u grupi MDB nije se

znacajno razlikovalo od kontrole (SD).

4.2.1. Utjecaj inzulina
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Slika 27. Otpustanje glukoze (nmol/mg proteina) u kulturi hepatocita inkubiranoj u mediju

Hanks Hepes bez glukoze s dodatkom 10 mmol/L piruvata, izoliranih iz stakora na

standardnoj dijeti bez inzulina (SD) ili sa inzulinom (80 nmol/L) ((SD(l)). Svaka vrijednost je

aritmeti¢ka sredina + standardna devijacija.

Ukupno otpustanje glukoze uz 80 nmol inzulina (SD(I)) iznosilo je 101,90 = 16,90 nmol/mg

proteina, a u kulturama bez dodatka inzulina (SD) 97,18 £ 28,71 nmol/mg proteina. Inzulin

nije statisticki znacajno utjecao na ukupno otpustanje glukoze u kulturama hepatocita

dobivenih iz Zivotinja hranjenih standardnom prehranom (slika 27.).
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Slika 28. Otpustanje glukoze (nmol/mg proteina) u kulturi hepatocita inkubiranoj u mediju
Hanks Hepes bez glukoze s dodatkom 10 mmol/L piruvata , izoliranih iz stakora na
visokomasnoj dijet bez inzulina (MDB) ili sa inzulinom (80 nmol/L) (MDB(l)).

Bazalno otpustanje gluloze u kulturi hepatocita dobivenih iz Zivotinja na visokomasnoj
prehrani bu¢inim uljem iznosilo je 105,01 + 20,81 nmol/mg proteina, a inzulin nije imao

nikakvog uc¢inka na bazalno otpustanje (100,90 + 9,06 nmol/mg proteina) (slika 28.).
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4.2.2. Utjecaj glukagona
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Slika 29. Otpustanje glukoze (nmol/mg proteina) u kulturi hepatocita inkubiranoj u mediju
Hanks Hepes bez glukoze s dodatkom 10 mmol/L piruvata i 200 nmol/L glukagona, izoliranih
iz Stakora na visokomasnoj dijeti s buc¢inim uljem (MDM(QG)) ili iz Stakora na standardnoj

dijeti (SD(G)).

Na slici 29. prikazano je utjecaj glukagona na otpustanje glukoze u kulturama hepatocita
dobivenih iz Zivotinja na standardnoj na standardnoj dijeti (SD(G)) i visokomasnoj dijeti
bucinim uljem (MDB(G)). Otpustanje glukoze iz jetre pod utjecajem glukagona iznosilo je
402,87 + 72,57 nmol/mg u grupi SD(G), a u grupi MDG iznosilo je 336,26 + 33,54 §to
porasta od 250 — 300 % u obje grupe u odnosu na bazalnu. Ukupna koli¢ina otpustene

glukoze nakon tri sata pokusa nije se statisti¢ki znacajno razlikovala izmedu dvije grupe.
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4.2.3. Utjecaj inzulinai glukagona
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Slika 30. Otpustanje glukoze (nmol/mg proteina) u kulturi hepatocita izoliranih iz Stakora na
standardnoj dijeti, inkubiranih u mediju Hanks Hepes bez glukoze s piruvatom (10 mmol/L)
uz dodatak glukagona (200 nmol/L) (SD(G) ili uz dodatak glukagona (200 nmol/L) i inzulina
(80 nmol/L) (SD(GI)). Statistic¢ki znacajne razlike oznacene su * (p < 0,05).

U kulturama dobivenim iz zZivotinja na standardnoj dijeti, inzulin je statisti¢ki znacajno
smanjio glukagonom stimuliranu produkciju glukoze za 21 % u drugom i za 18 % u tre¢em
satu pokusa (Slika 30.).

64



Iva Marolt Banek, Disertacija

400 -
350 -
£300 -
<
5 250 -
21200 -
= 150 -
S
£ 100 -
50 -

—e—)\MDB(G)
—a=MDB(GI)

sat

Slika 31. Otpustanje glukoze (nmol/mg proteina) u kulturi hepatocita izoliranih iz Stakora na
visokomasnoj dijeti bu¢inim uljem, inkubiranih u mediju Hanks Hepes bez glukoze s
piruvatom (10 mmol/L) uz dodatak glukagona (200 nmol/L) (MDB(G) ili uz dodatak
glukagona (200 nmol/L) i inzulina (80 nmol/L) (MDB(GI). Statisti¢ki znacajne razlike

oznacene su * (p < 0,05).

U kulturama dobivenim iz Zivotinja hranjenih visokomasnom dijetom bu¢inim uljem, inzulin
je ukupno smanjio glukagonom stimuliranu produkciju i otpustanje glukoze za oko 15 %, a

razlika je statisticki znacajna ve¢ od prvoga sata pokusa (Slika 31.).
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Slika 32. Otpustanje glukoze po satu (nmol/mg proteina) u kulturama hepatocita izoliranih iz
Stakora na standardnoj dijeti (SD) i visokomasnoj dijeti bu¢inim uljem (MDB). Hepatociti su
inkubirani u mediju Hanks Hepes bez glukoze s piruvatom (10 mmol/L) (SD, MDB), uz
dodatak hormona, glukagona (200 nmol/L) (SD(G), MDB(G)) i dodatak inzulina (80 nmol/L)
(SD(GI), MDB(GI)). Statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na bazalno otpustanje glukoze (SD,
MDB) prikazane su *.

Produkcija glukoze, iz primarnih kultura dobivenih iz grupe SD, uz dodatak glukagona
iznosila je 98,24 + 21, 16 nmol/mg proteina u prvom satu. U drugom satu produkcija je bila
najveca i za 69 % veca od produkcije u prvom satu. U treCem satu bila je ve¢a za 41 % u
odnosu na prvi sat. Uz dodatak inzulina, produkcija u SD(GI) iznosila je 87,04 nmol/mg
proteina u prvom satu. U drugom satu produkcija je porasla za 41 % u odnosu na prvi sat, a
treem satu porast je bio oko 40 % . U kulturama dobivenih iz grupe MDB glukagon je
takoder kao 1 u grupi SD znacajno povecao otpustanje glukoze. U prvom satu otpustilo se
71,72 £ 9,23 nmol/mg glukoze, u drugom satu poraslo je za 72 %, a u tre¢em za 100 % u

odnosu na otpustanje u prvom satu .

Glukagon je snazno i znacajno stimulirao produkciju u svim grupama (SD(G); MDB(G);
SD(GI); MDB(GI) kroz sva 3 sata pokusa u odnosu na kulture bez glukagona (Slika 32.).
Dodatak inzulina statisticki znacajno je smanjilo otpustanje glukoze u kulturama tretirane

glukagonom.
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Biljna ulja s visokim udjelom nezasi¢enih masnih kiselina smatraju se ,,zdravijim* uljima
zbog njihova povoljna u¢inka na metaboli¢ki sindrom. Polinezasi¢ene slobodne masne
kiseline iz omega 3 i omega 6 grupe prethodnici su potentnih signaliziraju¢ih molekula koje
imaju vaznu ulogu u regulaciji upale®’. Glavna masna kiselina u suncokretovu ulju je linolna
kiselina koja se ne sintetizira u ljudskom tijelu, i time je esencijalna masna kiselina®.
Mononezasi¢ene masne kiseline imaju pozitivan utjecaj na kardiovaskularno zdravlje. Smatra
se da je za taj pozitivan efekt odgovorna oleinska kiselina koja je prevladavajuca slobodna

masna kiselina u maslinovu ulju.

Oksidativni stres i inzulinska rezistencija povezani su i glavni su uzro¢nici razvoja i
progresije nealkoholne bolesti jetre®®. Mononezasi¢ene kiseline iz prehrane generiraju
lipoproteinske Gestice koje su otporne na oksidacijsku modifikaciju®® , a dijeta bogata
polinezasi¢enim masnim kiselinama znatno povecava peroksidaciju lipida 1 moze povecati
osjetljivost tkiva na upalu®? . Masne kiseline u maslinovu ulju u prehrani imaju protektivni

u¢inak na ozljedu tkiva uzrokovanih slobodnim radikalima®,

5.1. Utjecaj visokomasne prehrane na unos hrane

.....

su uzimale jednaku koli¢inu grane. Stakori hranjeni visokomasnom prehranom ad libitum
imaju sposobnost odredivanja uzimanja potrebne koli¢ine hrane izrazene u energiji. To je
obiljezje gotovo svih sisavaca i pod utjecajem je hipotalamusa, ali pod utjecajem
neizbalansirane prehrane ili sjedila¢kim nadinom Zivota taj se sustav moZe poremetiti**.
Visokomasna prehrana moze dovesti do upale i oStetiti neurone hipotalamusa zasluzne za

odrzavanje homeostaze unosa i potrosnje energije®.

U ovom istrazivanju nije bilo razlike u energetskom unosu $takora u odnosu na kontrolu i u
odnosu na razligite vrste ulja u visokomasnoj prehrani. Stakori u kontrolnoj grupi uzimali su
viSe hrane izrazene u gramima, ali jednaku koli¢inu hrane izrazenu u energiji u odnosu na
Stakore hranjene visokomasnom prehranom. Rezultati ovog istrazivanja odgovaraju
rezultatima dobivenim u istraZivanju dijeta s razli¢itom koli¢inom masti??. Stakori Wistar,

hranjeni visokomasnom dijetom (71 % energije iz masti) nisu imali razli¢it energetski unos u
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odnosu na kontrolu hranjenu s 10 % energije iz masti nakon tri i $est tjedana hranjenja.
Takoder, Stakori hranjeni s 35 % energije iz masti, nisu se razlikovali od kontrole ili skupine
hranjene visokomasnom prehranom®. U istrazivanju na $takorima Wistar starim 7 tjedana®’
HFD s 58 % energije iz masti iz Zivotinjske masnoce ili maslinova ulja nije utjecala na
energentski unos u odnosu na kontrolu i u odnosu na vrstu masnih kiselina, ali dijeta bogata
Skrobom (67 % energije iz kukuruznog ili bananina skroba) znacajno je povisila energetski
unos u odnosu na kontrolu i grupe HFD. I kod zivotinjskih modela na miSevima mozemo
zamijetiti da HFD nije utjecao bitno na unos kalorija. MiSevi hranjeni HFD-om (40 %
energije) sa sojinim ili kokosovim uljem s dodanom fruktozom ili bez nje, nisu imali razlike u
unosu energije, bez obzira na omjer makronutrijenata ili masti u dijeti®®. Dugoro¢na HFD (45
% energije iz masti) u muskih miSeva u odnosu na miSeve na standardnoj prehrani izazvala je
znacajnu promjenu unosa energije tek nakon 27 tjedana eksperimentalne dijete i ostala je
znacajna do kraja pokusa, dok je ta promjena u zenskih miseva bila znacajna samo u 23. i 43.

tjednu®®.

5.2. Utjecaj visokomasne prehrane na dobivanje na masi

Grupe Stakora na pocetku pokusa imale su statisticki jednaku masu. Kao §to je vidljivo iz
rezultata, masna prehrana s razli¢itim uljima nije utjecala na dobivanju na masi zivotinja. U
istrazivanju S visokomasnom prehranom (71 % energije iz masti) i hranjenjem ad libitum
stakori Wistar nakon 3 i 8 tjedana nisu imali razlike u masi??. Stakori hranjeni ad libitum
osam tjedana visokomasnom dijetom s 58 % energije iz maslinova ulja ili zivotinjske
masnoce nesto su manje dobivali na masi po tjednima, ali ta razlika nije bila znacajna, no
ukupno su, nakon osam tjedana, znac¢ajno dobili manje na masi, uz jednak unos energije, nego
grupa hranjena standardnom prehranom®’. Mi smo dobili sliéne rezultate, dobivanje na masi
pratilo je unos energije. NajviSe energije od grupa HFD unijele su Zivotinje koje su hranjenje
dodatkom maslinova ulja, a one su imale i najvise dobile na masi, dok je najmanje dobila
skupina hranjena buc¢inim uljem koja je najmanje unosila energije, ali ni u jednom slucaju

razlike izmedu grupa nisu bile statisti¢ki znacajne.

Zivotinje iz skupina HFD u na$em istrazivanju, iako nisu imale pove¢anu masu u odnosu na
zivotinje iz kontrole, imale su viSe visceralnog masnog tkiva nego kontrole. To povecanje bilo

je najevidentnije u skupini MDS, osobito u predjelu epididimalnoga masnog tkiva. MDM je
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imala neznatno povecéanje, dok je MDB imao manje izrazeno visceralno tkivo od MDS-a.
Zanimljivo je da iako su Zivotinje iz skupine MDS imale evidentno povecanje, nisu imale

povecanu tjelesnu masu u odnosu na kontrolu niti su imale dislipidemiju.

5.3. Utjecaj visokomasne prehrane na masu jetre i makroskopski

izgled jetre

Masa jetre te omjer mase jetre/mase Zivotinje bio je bez statisticki znacajne razlike izmedu
grupa. Takvi rezultati pri visokomasnoj prehrani u trajanju od tri i Sest tjedana dobiveni su u
istrazivanju razli¢itog soja $takora na razli¢ite omjere masti u prehrani’2. U tom pokusu
koristeni su izmedu ostalog i Stakori Wistar na visokomasnoj dijeti slicne pocetne tezine kao i

Stakori u naSem pokusu. Dok u drugom istrazivanju'®

sa Stakorima, HFD je povecao tjelesnu
masu te masu jetre i omjer mase jetre i mase tijela. Stakori Wistar u tom istrazivanju, premda
su bili odrasli, bili su puno manje mase (40 - 60 g) nego u ostalim istrazivanima s odraslim
Stakorima Wistar. Nase rezultate potvrduje i istrazivanje®” na $takorima starosti sedam tjedana

(160 — 200 g) gdje nije bila razlika u masi jetre izmedu kontrolne skupine u masi jetre.

Makroskopski izgled jetre razlikovao se kod zivotinja iz kontrolnih grupa, te zivotinja na
HFD-u. Zivotinje na standardnoj prehrani imale su glatku jetru, bogate tamne boje. Dok su
zivotinje iz skupine HFD imale svjetliju Zuc¢kastu jetru, ali je jetra bila glatka i napuhnuta
zbog kapljica masti. Takve promjene u izgledu jetre, odgovaraju jednostavnoj steatozi u

Stakora na visokomasnoj dijeti'®,

5.4. Utjecaj visokomasne prehrane na lipidni status

Brojna istrazivanja pokazuju pozitivan u¢inak maslinova ulja na lipide u plazmi. Na
zivotinjskom modelu migal®? dnevna doza od 0,2 ml maslinova ulja kroz 30 dana znacajno je
smanjila trigliceride i povisila HDL-kolesterol u odnosu na kontrolu koja nije dobivala ulje.
Druga grupa je dobivala buéino ulje u istoj koli¢ini. Bu¢ino ulje takoder je pokazalo pozitivan
ucinak na lipide plazme, ali ne u tolikoj mjeri kao maslinovo ulje.
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Rezultati ovog istrazivanja ne pokazuju pozitivan efekt, ali su u skladu s brojnim
istrazivanjima s visokomasnom dijetom?* 1% gdje je vidljivo da visokomasna prehrana ad
libitum u zdravih Stakora u prvih 3-6 tjedana nema utjecaja na lipidni status. Lipidni status
mijenjao se jedino kod Zivotinjskih modela s dijabetesom tipa Il ili hranjenih kolesterolom ili

metionin manjkavom dijetom gdje su vidljivi pozitivni u¢inci maslinova ulja®* i bu¢ina

ulja'® te smjese bu¢inih i lanenih sjemenki%.

5.5. Utjecaj visokomasne prehrane na histolosku sliku jetre

1z rezultata je vidljivo da su ulja razli¢itog sastava i omjera masnih kiselina u visokomasnoj
prehrani Stakora razli¢ito utjecala na jetru. Kod svih zivotinja hranjenih HFD-om nadena je
jednostavna steatoza , ali razli¢itog stupnja. U grupi MDS pojedini hepatociti bili su
hipertrofirani zbog obilja masnih kapljica, ali ne u toj mjeri da bi upuc¢ivali na NASH. Tome u
prilog i ulazi ¢injenica da nisam nasla znakove propadanja hepatocita, upale i fibroze ni u
jednoj zivotinji hranjenoj HFD-om, kao ni kod kontrolnih zivotinja. U odnosu na kontrolu
maslinovo ulje pokazalo je blagi stupanj steatoze, bu€ino srednje izrazenu steatozu, a
suncokretovo ulje imalo je steatoticke promjene u sva tri acinarna podrucja. Niti jedna grupa
zivotinja nije imala znakove progresije jednostavne steatoze u steatohepatitis. Maslinovo ulje
imalo je pozitivnu ulogu u sprec¢avanju pretjeranog nakupljanja lipida kod visokomasne
prehrane, dok suncokretovo ulje nije imalo taj u€inak. Taj podatak je u skladu s istrazivanjima
o utjecaju razlicitih ulja na jetru. Dodatak maslinova ulja kod Stakora hranjenih metionin-

kolin manjkavom dijetom sprijedio je prekomjerno nakupljanje lipida®

, @ zanimljivo je da
taj efekt u istom pokusu nije naden kod ribljeg ulja bogatog omega 3 polinezasi¢enim
kiselinama. U pokusu, visokomasna prehrana s 14 % maslinovog izazvala je steatozu i
fibrozu, a pri oporavku steatoza se zna¢ajno smanjila jedino kod grupe hranjene maslinovim

uljem?’

. U ovom istrazivanju nije bilo fibroze kod Stakora hranjenih visokomasnom dijetom,
a te rezultate potvrduju ve¢ navedeno Kuéerino istrazivanje?? na muskim $takorima Wistar i

Sprague-Dawley hranjenima HFD-om ad libitum.

U literaturi nisam nasla podatak o utjecaju visokomasne prehrane bu¢inim uljem na
nakupljanje lipida u jetri , ali postoje istrazivanja o zastitnoj ulozi bucina ulja pri NASH-u

uzrokovanom visoko fruktoznom dijetom 1% te pozitivnog utjecaja bucina ulja u izokalori¢noj
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dijeti nakon nealkoholne bolesti jetre uzrokovane visokomasnom prehranom zasi¢enim

mashim Kiselinamal®.

5.6. Utjecaj visokomasne prehrane na otpustanje glukoze i

jetrenu osjetljivost nainzulin

Linolna kiselina, koja je najzastupljenija slobodna masna kiselina u suncokretovu ulju ima
peroksidativno djelovanje i moze dovesti do oksidativne ozlijede jetre te nastanka inzulinske
rezistencije u jetri®* .Smatra se da maslinovo ulje ima pozitivan u¢inak zbog visokog sadrzaja
oleinske Kiseline®®, ali taj u¢inak oleinska kiselina ima samo u prehrani. Izravno djelovanje

oleinske kiseline na hepatocite u primarnoj kulturi izaziva inzulinsku rezistenciju®*°.

1z prijasnjih istrazivanja nas je laboratorij dokazao povecanu osjetljivost hepatocita na inzulin
kod §takora hranjenih visokomasnom prehranom s dodatkom maslinova ulja®! i smanjenu
osjetljivost hepatocita na inzulin kod $takora hranjenih visokomasnom prehranom s dodatkom
suncokretova ulja®t!* te jetrenu inzulinski rezistenciju kod $takora hranjenih zasi¢enim

masnim kiselinamal?,

Hepatociti u kulturi dobiveni iz Zivotinja na visokomasnoj prehrani s dodatkom buc¢ina ulja
imali su jednako otpustanje glukoze kao i hepatociti dobiveni iz kontrolne grupe. Dodatak
inzulina nije znacajno smanjio produkciju s obzirom na produkciju bez inzulina u kontrolnoj
grupi, a ni u visokomasnoj grupi. Taj efekt je najvjerojatnije zbog samog sastava i omjera
masnih kiselina u bucinu ulju. Buéino ulje ima manje linolne kiseline, a viSe oleinske nego
suncokretovo te manje oleinske, a viSe linolne nego maslinovo ulje te je sprijecilo povecanje
bazalne produkcije iz piruvata, ali nije povecalo osjetljivost hepatocita na inzulin kao

maslinovo ulje niti smanjilo osjetljivost na inzulin kao kod suncokretova ulja.

Dodatak glukagona snazno je i statisticki znacajno povisio otpustanje glukoze u svim
grupama. Grupa s buc¢inim uljem imala je ne$to manju ukupnu produkciju nego kontrola, ali
ta razlika nije bila zna€ajna. U kulturama s dodatkom glukagona, izoliranih iz Zivotinja na
standardnoj dijeti i zivotinja na visokomasnoj dijeti bu¢inim uljem, dodatak inzulia je

statisticki znac¢ajno smanjio produkciju glukoze.
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1. Visokomasna dijeta u trajanju od tri tjedna nije utjecala na tjelesnu masu Zivotinja u
odnosu na kontrolu. Nije bilo niti statisti¢ki znacajne razlike izmedu grupa na

visokomasnoj prehrani.

2. Zivotinje na visokomasnoj dijeti uzimale su zna¢ajno manju koli¢inu hrane izrazenu u
gramima u odnosu na kontrolu. Takoder nije bilo statisticki znacajne razlike u gramima

konzumirane hrane izmedu grupa na visokomasnoj prehrani.

3. Zivotinje na visokomasnoj prehrani unosile su jednaku koli¢inu energije izrazene u
kilodzulima kao i kontrola. Nije bilo statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu grupa na

razli¢itim visokomasnim dijetama.

4. Sastav i omjer masnih kiselina kod prehrane utjecao je na visceralnu pretilost. Sve
zivotinje na visokomasnoj prehrani imale su nakupljanje abdominalne masti u odnosu na
kontrolu. Zivotinje hranjene dodatkom suncokretova ulja imale su najveée nakupljanje

masti u abdomenu, a zivotinje na maslinovu ulju najmanje.

5. Makroskopski, jetre zivotinja na visokomasnoj dijeti bile su svjetlije nego jetre kontrolne

skupine.

6. Visokomasna dijeta u trajanju od tri tjedna nije utjecala na lipidni profil plazme u odnosu
na kontrolu. Dijeta s razli€itim sastavima 1 omjerima masnih kiselina nije imala statisti¢ki
znacajne razlike u koncentraciji HDL, TG, LDL i ukupnog kolesterola u odnosu na

kontrolu.

7. Sastav i omjer masnih kiselina u visokomasnoj prehrani utjecao je na nakupljanje masti u
hepatocitima. Sve Zivotinje iz visokomasnih skupina imale su nakupljanje masti u
hepatocitima za razliku od kontrolne skupine, ali sastav i omjer masnih kiselina u prehrani
utjecao je na stupanj steatoze. Omjer i sastav masnih kiselina u maslinovu ulju sprijecio je

pretjerano nakupljanje lipida videno u zivotinja hranjenih suncokretovim uljem. Omijer i
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sastav slobodnih masnih kiselina u bu¢inu ulju nije imao isti u¢inak kao maslinovo ulje,
ali ipak je sprijecio razvoj visokog stupnja steatoze kakvu nalazimo kod suncokretova

ulja.

8. U kulturi hepatocita izoliranih iz zivotinja na visokomasnoj dijeti bu¢inim uljem nisu
nadene promjene u bazalnom otpustanju glukoze niti u glukagonom stimuliranom
otpustanju glukoze u odnosu na kontrolu. Takoder nije nadena promjena u inzulinskoj

osjetljivosti hepatocita.

Visokomasna dijeta u trajanju od tri tjedna dovodi do masne promjene jetre i nakupljanju
masti u abdomenu, medutim, sastav i omjer masnih kiselina u visokomasnoj dijeti utjece na

stupanj steatoze 1 koli¢inu nakupljene masti u abdomenu.

Omijer i sastav masnih kiselina u suncokretovu ulju koje je bogato polinezasi¢enim masnim
kiselinama rezultirao je visokim stupnjem steatoze jetre i obilnim nakupljanjem masti u
abdomenu. Omijer i sastav masnih kiselina u maslinovu ulju bogatom mononezasi¢enom
oleinskom kiselinom nije doveo do znacajnijeg nakupljanja lipida u jetri i abdomenu. Bu¢ino
ulje nije imalo isti u¢inak kao maslinovo ulje, ali je sprijecilo razvoj visokog stupnja steatoze
kao i ekscesivno nakupljanje masti u abdomenu kakvo nalazimo kod suncokretova ulja.
Takoder nije uzrokovalo inzulinsku rezistenciju. Moguce je da za pozitivan u¢inak maslinova

i bucina ulja zasluge ima oleinska kiselina §to otvara teme za daljnja znanstvena istrazivanja.
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