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SAZETAK

Dokozaheksaenska i eikozapentaenska kiselina viSestruko su nezasi¢ene n-3 masne kiseline
koje imaju vaznu ulogu u sprjecavanju inzulinske rezistencije i razvoja kroni¢ne upale. Pozitivni
ucinci ovih masnih kiselina znanstveno su potvrdeni, ali molekulski mehanizmi njihova djelovanja
jos uvijek nisu u potpunosti razjasnjeni. Cilj ovog istrazivanja bio je ispitati utjecaj prehrane s
dodatkom eikozapentaenske i dokozaheksaenske masne kiseline u eksperimentalnom zivotinjskom
modelu na uspjes$nost prevencije metabolickog sindroma. Takoder je ispitan i utjecaj spola kao
bioloske varijable na razvoj i prevenciju metabolickog sindroma.

Istrazivanje je provedeno na 30 Wistar Stakora (15 muzjaka i 15 Zenki) kod kojih je
metabolicki sindrom izazvan primjenom visoke koncentracije fruktoze u vodi. Istodobno su
zivotinje bile tretirane dodatkom eikozapentaenske i dokozaheksaenske masne kiseline. Na
dobivenim uzorcima tkiva jetre i bijelog masnog tkiva ispitan je utjecaj eikozapentaenske i
dokozaheksaenske masne kiseline na glavne molekulske biljege inzulinske rezistencije, kroni¢ne
upale i oksidacijskog stresa te na koncentraciju masnih kiselina u bioloskim membranama.

Dodatak dokozaheksaenske i eikozapentaenske masne kiseline pokazao je pozitivan u¢inak
na smanjenje biljega dislipidemije, oksidacijskog stresa te smanjenje ekspresije lipogenih i upalnih
gena u tkivu jetre i bijelom masnom tkivu. Takoder, dodatak odredenog omjera n-3 masnih kiselina
smanjio je ekspresiju transkripcijskog faktora Srebp-1c. Posljedicno je doslo do smanjenja
ekspresije gena ukljucenih u de novo lipogenezu i povecanja ekspresije gena ukljucenih u f3-
oksidaciju. Pozitivan uc¢inak dodatka DHA i1 EPA-e vidljiv je u sniZavanju ekspresije proupalnih
gena (Tnf-a, 11-6, Tgf-f) i povecanoj ekspresiji adiponektina u bijelom masnom tkivu, §to ima za
rezultat smanjenje kroni¢ne upale niskog stupnja. Utjecaj spola kao dodatne bioloske varijable bio
je vidljiv u razlici ekspresije lipogenih gena (Accl, Fasn, Scdl) i gena B-oksidacije (Ppar-a).

Dokozaheksaenska i eikozapentaenska masna kiselina inhibiraju upalne procese, smanjuju
lu¢enje proupalnih citokina te smanjuju sintezu triaciglicerola u jetri. Pokazano je da prehrana s
dodatkom DHA i EPA-e moze regulirati ekspresiju molekulskih biljega kroni¢ne upale i

oksidacijskog stresa te time moZe biti u€inkoviti nacin prevencije metaboli¢kog sindroma.

Kljucne rije€i: metabolicki sindrom, fruktoza, upala, oksidacijski stres, inzulinska rezistencija,
EPA i DHA



EXTENDED ABSTRACT

Introduction: Metabolic syndrome is a condition involving a set of several high-risk factors,
including insulin resistance, dyslipidemia, obesity and hypertension. Disturbance of lipid
metabolism is an important component in the development of metabolic syndrome, therefore
nutritional interventions that include changes in the composition of lipids in the food may present
an important strategy for the prevention of metabolic syndrome and consequent diseases.
Polyunsaturated fatty acids participate in the regulation of inflammatory responses by producing
inflammatory mediators called eicosanoids. Fatty acids from the n-3 line and their metabolites have
anti-inflammatory properties, while eicosanoids, which are formed as a product of the metabolism
of n-6 fatty acids (arachidonic acid), have pro-inflammatory properties. Obesity occurs as a
consequence of long-term positive energy balance, which promotes the development of chronic
low-grade inflammation. The adipose tissue cells of an individual subject to obesity will
hypertrophy in order to handle the increased need for excess lipid storage. Such hypertrophied
adipocytes increase production of proinflammatory adipokines and cytokines, tumor necrosis
factor alpha (TNF-0) and interleukin 6 (IL-6) and reduce production of adiponectin. Chronic
inflammation promotes the development of oxidative stress, which is defined as a shift in the
balance in cellular oxidation-reduction reactions in the direction of oxidation. Reactive forms of
oxygen are produced both in physiological conditions as well as a result of many diseases, and
cause direct and indirect damage to various tissues and organs. The antioxidant mechanism protects
the organism from oxidative stress caused by excessive formation of reactive oxygen compounds.
Factors that contribute to oxidative stress in obesity and therefore also in metabolic syndrome,
include hyperglycemia, elevated tissue lipid levels, vitamin and mineral deficiencies, and chronic
inflammation. Polyunsaturated fatty acids are a common target of free radicals thus formed,
resulting in lipid peroxidation. The products of lipid peroxidation, such as malondialdehyde
(MDA), 4-hydroxynonenal (HNE), isoprostane and others, are potential markers of oxidative
stress. Intense lipid peroxidation in biological membranes leads to a loss of fluidity, a decrease in
membrane potential, an increase in permeability to hydrogen and other ions, as well as a possible
rupture of the cell and the release of its contents. Eicosapentaenoic and docosahexaenoic acids
maintain the fluidity and elasticity of cell membranes, inhibit inflammatory processes, reduce the
secretion of proinflammatory cytokines by macrophages, and reduce the synthesis of



triacylglycerol in the liver. Moreover, the increased intake of polyunsaturated n-3 fatty acids can
improve the sensitivity of cells to insulin and prevent changes to glucose homeostasis and insulin
resistance. These effects are a consequence of the reduced accumulation of fatty acids in the muscle
tissue and liver. Polyunsaturated n-3 fatty acids, especially eicosapentaenoic and docosahexaenoic
acids, reduce the level of triacylglycerol and free fatty acids in plasma by means of activation of
transcription factors responsible for the suppression of lipogenesis genes and the expression of
genes involved in the beta-oxidation of fatty acids. Furthermore, the sex hormones testosterone and
estrogen have an influence on expression of genes involved in lipid metabolism, and thus on the
composition of fatty acids as well. As of late, an increasing amount of research links these
hormones with the incidence of metabolic syndrome and diabetes, although the molecular
mechanism by which sex hormones affect lipogenesis is still not clear. Although the anti-
inflammatory and hypolipidemic properties of eicosapentaenoic and docosahexaenoic fatty acids
are well known, their effects on obesity and their efficiency in the prevention and treatment of
metabolic syndrome are still not fully explained. Controlled intake of polyunsaturated n-6 fatty
acids and an increased intake of eicosapentaenoic and docosahexaenoic fatty acids may be useful

in the prevention of metabolic syndrome and related chronic diseases.

Objective: the main objective of this research was to examine the influence of eicosapentaenoic
and docosahexaenoic fatty acid supplemented diet and sex on the success of metabolic syndrome
prevention in an experimental animal model. The second goal was to establish an experimental
nutritional model of metabolic syndrome and to examine the related changes in lipogenesis,
inflammation, and oxidation status, as well as to examine what impact if any the dietary supplement
of eicosapentaenoic and docosahexaenoic fatty acids has on changes in the molecular mechanisms
characteristic of the development of metabolic syndrome. The third objective was to determine
whether sex affects the molecular mechanisms by which eicosapentaenoic and docosahexaenoic

fatty acids can modulate the pathogenesis of metabolic syndrome.

Material and methods: The research was conducted on 30 Wistar Han rats (15 males and 15
females), at the Institute for Medical Research and Occupational Medicine in Zagreb. The
experimental protocols were approved by the Veterinary Directorate of the Ministry of Agriculture
of the Republic of Croatia (authorization EP 107-2/2017). The animals were housed in



polycarbonate cages under a lighting regime of 12 hours of light and 12 hours of darkness, at a
temperature of 20 degrees Celsius. Some of the animals were administered fructose dissolved in
water (15% wi/v) so as to induce the development of metabolic syndrome, while they were
simultaneously being treated with different ratios of n-6 and n-3 fatty acids. Different ratios of n-
6/n-3 in food were achieved by using mixtures of linseed, sunflower and fish oil. The n-6/n-3
control ratio was 6, while the lowest ratio n-6/n-3 was 1. This resulted in a total of three groups for
both sexes: first control group (n-6/n-3 = 6, no fructose administered), a second group (fructose
administered, n-6/n-3 = 6), and a third group (fructose administered, n-6/n-3 ~ 1 (9% EPA and 11%
DHA in diet)). Access to food and water was unlimited (ad libitum) for all animals during the
experiment. The rats were weighed once a week on an electronic scale, and the glucose level in

their capillary blood samples was measured using Accu-Chek Go.

Sampling: After 20 weeks, the animals were sacrificed, and the tissue and organ samples (blood,
liver, white adipose tissue) were weighed and frozen in liquid nitrogen at -80 °C until analysis.
Blood was collected in tubes (BD Vacutainer® tubes, Plymouth, UK) for biochemical tests. After
clot formation, the blood collected in biochemical test tubes was centrifuged at 2000 revolutions

for 15 minutes, after which the serum was separated and stored at -80 °C until biochemical analysis.

Analysis of blood and liver tissue: Biochemical blood composition was determined in the serum
using an automatic analyzer (SABA 18, AMS, lItaly). The concentration of glucose and
triacylglycerol was determined. Insulin concentration was determined using the ELISA method
and a commercially available kit (Rat insulin kit ELISA, Mercodia, Upsalla, Sweden). Insulin
sensitivity was assessed using the HOMA-IR (homeostatic model assessment-Insulin Resistance)
index according to the following equation:

HOMA-IR = fasting glucose (mmol/l)*fasting insulin (mU/ml)/22.5
and sensitivity was additionally checked using the QUICKI index, according to an equation with a
logarithmic transformation of glucose and insulin concentrations:

QUICKI = 1/log (insulin concentration (uU/mL) x glucose concentration (mg/dL))
The content of liver triacylglycerols was determined using a commercially available reagent (Free

Glycerol Reagent, F6428, Sigma-Aldrich) following the manufacturer's instructions.



Fatty acid composition in liver tissue and white adipose tissue: Liver tissue and white adipose
tissue lipids were extracted using a solvent mixture of chloroform and methanol (2 : 1, v/v). After
extraction, the lipids were dried under nitrogen, resuspended in a solvent mixture of chloroform
and methanol (2 : 1, v/v), with added BHT, and stored at —-80 °C. Neutral lipids (NL, mainly
triacylglycerols) and polar lipids (PL, phospholipids) were further separated on solid phase
extraction columns (SPE-columns, Supelco, Bellefonte, PA, USA).

Methyl esters of liver tissue and white adipose tissue fatty acids were prepared using KOH in
methanol solution. The prepared samples were analyzed by gas chromatography using a mass
detector (QP2010 Ultra, Shimadzu, Kyoto, Japan) with a BPX70 capillary column (internal
diameter 0.25 mm, film thickness 0.25 um, length 30 m, SGE, Austin, TX, USA) under previously
established conditions. Internal standards were used: methyl tricosanoate (C23:0) and 1,2-

dinonedecanoyl-sn-glycero-3-phosphocholine (19:0 PC).

Malondialdehyde determination: Malondialdehyde in serum and liver tissue was determined by
liquid chromatography on a Shimadzu 2010 liquid chromatograph (Shimadzu, Japan) using an
InertSustain C-18 column (4.6 mm — 150 mm — 5 pum) (GL Sciences Inc., Japan) and UV-vis
detector. This method is based on the reaction of malonaldehyde with thiobarbituric acid, which
forms and gives a red color to a complex of thiobarbituric acid-reactive substances (TBARS), the

concentration of which is determined.

Reverse Transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR): Total ribonucleic
acid (RNA) was isolated from liver tissue and white adipose tissue using a commercially available
kit (SV Total RNA Isolation System, Promega GMBH, Mannheim, Germany) and stored at —80
°C. RNA concentration and purity were determined through the use of a spectrophotometer
(BioDrop pLITE, Cambridge, UK). Isolated RNA was subjected to reverse transcription and one-
step quantitative PCR using One Step TB Green PrimeScript RT-PCR set 11 (TaKaRa Bio Inc.
Shiga, Japan) following the manufacturer's instructions on a gPCR device (Stratagene MxPro3005,
Agilent Technologies, USA and Canada). Using the AACt (2AACt) method, gene expression was
analyzed and quantified according to a housekeeping gene (f-actin and cyclophilin) and the fold
change factor of gene expression was calculated using the AACt value. Some of the genes related
to oxidative stress (Chop/Gadd153, Nfe2l2) inflammation (Tnf-a, Tgf-g, 11-6) and lipid metabolism



(Srebp-1c, Accl, Fasn, Fadsl, Fads2, Scdl, Cpt-1a, Ppar-a) were tested in the quantitative PCR

reaction.

Western blotting analysis of target proteins: Total proteins were isolated from liver and white
adipose tissue by homogenization in a lysing buffer (RIPA lysing buffer, EMD Millipore, Billerica,
MA, USA) with added protease inhibitors (SIGMAFAST protease inhibitor tablets, Sigma-
Aldrich, Germany). Target proteins determined in the liver are 4-HNE, NRF2, CD36, A6D, L-

FABP whereas adiponectin is determined in white adipose tissue.

Statistical analyses: The results were analyzed using the GraphPad Prism 8 program. The
normality of the distribution was tested using the Shapiro-Wilks test. ANOVA and post hoc
Tukey's test were applied to determine statistical differences between group mean values.

Significant differences will be considered at P < 0.05.

Results: After 20 weeks, animals divided into groups based on different experimental treatment
did not show significant differences in body weight in either fructose-fed rats or control groups.
Similarly, body weight remained unchanged even in animals receiving n-3 fatty acid
supplementation. Moreover, the nutritional treatment did not affect the level of glucose in the serum
either. Hyperinsulinemia without hyperglycemia is possible in the early stages of development of
metabolic syndrome, which indicates the initial dysfunction of pancreatic beta cells.

Although there were no changes in serum glucose levels, insulin sensitivity expressed as HOMA-
IR and QUICKI index showed significant differences in both sexes. HOMA-IR showed a
significant difference in the CON-HF and DHA-HF groups compared to the control group (P <
0.01). The QUICKI index showed the most significant difference in males in the CON-HF group
compared to the CON group (P < 0.01), the difference being slightly smaller (P < 0.05) in the other
groups.

The concentration of triacylglycerol in the serum increased significantly in the CON-HF group (P
< 0.05) compared to the CON group and the DHA-HF group (P < 0.01) in both sexes. Cholesterol
concentration also increased significantly in the CON-HF group of both males and females
compared to the CON group (P < 0.01) and the DHA-HF group (P < 0.01). Food enriched with
EPA and DHA (DHA-HF) maintained similar serum triacylglycerol and cholesterol levels to those



of the CON group, indicating a positive effect of n-3 fatty acids. Similar results were obtained in
the liver tissue, the concentration of triacylglycerol also increased significantly in the CON-HF
group of females compared to both the CON and DHA-HF groups (P < 0.05). A significant increase
in the concentration of triacylglycerol in the liver is also visible in male CON-HF and DHA-HF
groups compared to the CON group (P < 0.01).

After 20 weeks, the experimental treatment with 15% fructose in water significantly increased the
values of MDA-TBARS in the CON-HF group in the serum of both males and females, compared
to the CON group (P < 0.01) and DHA- HF group (P < 0.01). In addition, a significant difference
was found in liver tissue in males in the CON-HF group compared to the CON group (P < 0.05)
and in females in the CON-HF group compared to both the CON and DHA-HF groups (P < 0,01).
The fatty acid profile of liver tissue and white adipose tissue shows a clear difference between the
nutritional treatments. The most important differences between treatments were observed in the
diet with 15% fructose in water (CON-HF), which caused an increase in the content of
monounsaturated fatty acids (MUFA); while DHA-HF caused a decrease in n-6 and n-3
polyunsaturated fatty acids (PUFA).

Food with 15% fructose has a strong effect on de novo lipogenesis (DNL). In the liver, insulin
activates the transcription factor sterol regulatory element binding protein 1c (Srebp-1c), which
increases the transcription of genes required for the synthesis of fatty acids and triacylglycerols.
There is a tendency for increased gene expression in the CON-HF group compared to the CON
group in males, while in females the increase in Srebp-1c expression is significant in the CON-HF
group compared to both the CON and DHA-HF groups (P < 0.05). In line with the increased level
of triacylglycerol in the serum and the increased expression of the transcription factor Srebp-1c in
the liver tissue, the diet with 15% fructose in water (CON-HF) also significantly increased the
expression of genes encoding enzymes involved in lipogenesis (Accl, Fasn, Scdl). In both sexes,
there is a significant expression of the Accl gene in the CON-HF group compared to the CON
group (P < 0.01), while the expression of the Fasn gene shows a significant increase in females
and in the CON-HF group compared to both CON and DHA-HF group (P < 0.01). In males, the
Fasn gene shows a tendency of increase in CON-HF compared to both CON and DHA-HF groups,
however, the increase is not significant. The diet with the addition of EPA and DHA (DHA-HF)
shows a tendency to reduce the expression of the mentioned genes, displaying the protective
function of the fatty acids administered.



Furthermore, the expression of the Scdl gene both in the liver as well as in white adipose tissue
shows a significant increase in the CON-HF group compared to the CON group in both sexes (in
the liver P < 0.01 in males and in females P < 0.05, in white adipose tissue P < 0.01 in both sexes),
while the addition of n-3 fatty acids was able to maintain a level of expression similar to that of the
control group.

The expression of Fadsl and Fads2 genes, which code for A5 and A6 desaturase proteins, did not
change significantly in the experimental groups compared to the control group. Corroborating this,
the expression of the A6 desaturase protein tested using the western blot method also showed no
significant changes in the tested groups.

In male rats the expression of the transmembrane protein CD-36 significantly increased under the
influence of nutritional treatment in the CON-HF group (P < 0.05) compared to the CON group,
while in females there was no statistically significant difference between the examined groups.
The expression of the Ppar-a gene, a transcription factor that regulates the expression of enzymes
involved in fatty acid oxidation, was significantly reduced in the CON-HF group of females
compared to the CON and DHA-HF groups (P < 0.01), while there were no significant differences
in males. The Ppar-a gene is positively correlated with the Cpt-1a gene, which is significantly
decreased in the CON-HF group of males compared to both the CON group (P < 0.05) and the
DHA-HF group (P < 0.01), while in females it is significantly decreased in the CON-HF group
compared to both experimental groups (P < 0.01).

The group fed 15% fructose in water (CON-HF) shows an increase in inflammatory genes
expression compared to the CON and DHA-HF groups. This change is significant in the Tgf-4 gene
in both sexes in the liver as well as in white adipose tissue (P < 0.01). A significant change was
also noticed in the expression 11-6 gene in the liver, in the CON-HF group of males compared to
the CON group (P < 0.01) as well as in the CON-HF group of females compared to the CON group
(P < 0.05). In addition, the Tnf-a gene also shows an increased expression in the CON-HF group
in both sexes in the liver compared to both the CON and DHA-HF groups, although this change is
not significant. Accordingly, in white adipose tissue there is also a tendency of growth in the CON-
HF group of males compared to the studied groups, while this change in females is significant in
comparison to the CON group (P < 0.01) and DHA-HF group (P < 0.01). The influence of
nutritional treatment is also clearly visible in the expression of the protein adiponectin in white

adipose tissue. Adiponectin expression significantly decreased in the CON-HF group in both males



(P < 0.005) and females (P < 0.05) compared to the control group, while in the DHA-HF group
protein expression significantly increased compared to the CON-HF group in both sexes (P < 0.005
in males, P < 0.01 in females). In other words, the addition of n-3 fatty acids enabled the values to
remain similar to those of the control group.

In order to gain insight into the protective effect of n-3 fatty acids in rats which had 15 % fructose
solution added to their diets, the effect of DHA and EPA on the expression of the Nfe212 and Chop
genes and the NRF2 and 4-HNE proteins was observed. In accordance with increased lipid
peroxidation in the liver, food with added 15% fructose solution reduces the expression of the
transcription factor Nfe212, which regulates the antioxidant response, and it significantly increases
the expression of oxidative stress proteins and genes. In the liver, the results of MRNA expression
of the Nfe2l2 gene, which codes for the NRF2 protein, show a decrease in the CON-HF group
compared to the CON group, this decrease is significant when compared to the DHA-HF group (P
< 0.05). In white adipose tissue, the decrease in the CON-HF group was significant in both sexes,
in males compared to both the CON and DHA-HF groups (P < 0.01), and in females compared to
the CON group (P < 0.01). Additional confirmation was obtained by measuring the expression of
NRF 2 protein using the western blot method. Expression of the Chop gene as an indicator of
endoplasmic reticulum stress was significantly increased in the CON-HF group compared to the
CON and DHA-HF groups in both sexes (P < 0.01). The expression of 4-hydroxynonenal, an
indicator of lipid peroxidation, shows a tendency to increase in the CON-HF group in both sexes,
and this increase is significant in females compared to the CON and DHA-HF groups (P < 0.001).
The addition of DHA and EPA displays a tendency to decrease the expression of 4-HNE in the
DHA-HF group in males compared to both the CON and CON-HF groups (P < 0.001), whereas in

females the expression was significantly reduced compared to the CON-HF group (P < 0.001).

Conclusion: A diet containing 15 % fructose in water solution caused changes in the expression
of inflammatory markers, lipid peroxidation, fatty acid profile and oxidative stress. These changes
indicate the presence of several metabolic risk factors that contribute to the development of
metabolic syndrome. The addition of DHA and EPA to food resulted in a decrease in the expression
of genes involved in de novo lipogenesis (Fasn, Accl and Scdl) by promoting 3-oxidation of fatty
acids, which ultimately resulted in an improvement in insulin sensitivity and dyslipidemia.

Furthermore, the addition of n-3 fatty acids to the diet resulted in a decrease in the expression of



inflammatory genes (Tnf-a and 11-6), a decrease in the ratio of n-6/n-3 fatty acids and a decrease in
the concentration of arachidonic acid — all of this demonstrates a protective effect aiding the anti-
inflammatory defense mechanism. Polyunsaturated n-3 fatty acids also showed antioxidant activity
by reducing the concentration of lipid peroxidation products (MDA and 4-HNE), and they
regulated the expression of Nfe2I2 and Chop genes. Sex also had a significant effect on the results,
with the biggest differences between male and female rats having been observed in the expression
of lipogenic genes. A significant reduction in the expression of Accl and Fasn genes in female rats
fed n-3 fatty acids confirms the protective effect of female sex hormones, which have an important
role in the prevention of MetSyn symptoms. Dietary intervention that includes increasing the intake
of DHA and EPA can regulate the expression of molecular markers of insulin resistance, chronic
inflammation and oxidative stress, and can therefore be an important strategy used to prevent

metabolic syndrome.

Key Words: metabolic syndrome, fructose, inflammation, oxidative stress, insulin resistance, EPA
and DHA



POPIS KRATICA

ACC1 — acetil-CoA karboksilaza 1 (engl. acetyl-CoA carboxylase 1)

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

ANOVA - analiza varijance (engl. analysis of variance)

ARA — arahidonska kiselina (engl. arachidonic acid)

BMI — indeks tjelesne mase (engl. body mass index)

BHT — butilirani hidroksitoluen (engl. butylated hydroxytoluene)

CD36 — translokaza masnih kiselina (engl. fatty acid translocase)

Chop —engl. C/EBP homologous

CPT-1a - karnitin-palmitoil-transferaza 1a (engl. carnitine palmitoyltransferase 1A)
DGLA — dihomo-y-linolenska kiselina (engl. dihomo-gamma-linolenic acid)

DHA — dokozaheksaenska kiselina (engl. docosahexaenoic acid)

DNL — de novo lipogeneza (engl. de novo lipogenesis)

DPA — dokozapentaenska kiselina (engl. docosapentaenoic acid)

ASD — delta-5 desaturaza (engl. delta-5 desaturase)

A6D — delta-6 desaturaza (engl. delta-6 desaturase)

EGIR — Europska skupina za proucavanje inzulinske rezistencije (engl. European Group
for the Study of Insulin Resistance)

ELISA — enzimski imunosorbentni test (engl. enzyme-linked immunosorbent assay)
EPA — eikozapentaenska kiselina (engl. eicosapentaenoic acid)

FADSL1 — desaturaze masnih kiselina 1 (engl. fatty acid desaturase 1)

FADS2 — desaturaze masnih kiselina 2 (engl. fatty acid desaturase 2)

FASN — masnokiselinska sintaza (engl. fatty acid synthase)

GLA —y-linolenska kiselina (engl. gamma-linolenic acid)

GLUT4 — prijenosnik glukoze 4 (engl. glucose transporter type 4)

HDL — lipoproteini visoke gustoc¢e (engl. high density lipoproteins)

4-HNE — 4-hidroksinonenal (engl. 4-hydroxynonenal)

HOMA-IR — homeostatski model procjene inzulinske rezistencije (engl. Homeostatic

Model Assessment — Insulin Resistance)



IDF — Medunarodna zaklada za dijabetes (engl. International Diabetes Foundation)

IL-6 — interleukin-6

KOH - kalijev hidroksid (engl. potassium hydroxide)

LA — linolna kiselina (engl. linoleic acid)

L-FABP — jetreni protein koji veZe masne kiseline (engl. liver fatty acid binding protein)
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1.1. Definicija metabolickog sindroma

Definicija metaboli¢kog sindroma (MetSyn) mijenjala se tijekom posljednjih pola stoljeca i
cijeli niz razli¢itih organizacija i udruga predlagale su razli¢ite definicije, pri ¢emu su se Koristile
razli¢itom terminologijom. MetSyn je stanje koje povezuje cijeli niz biokemijskih, metabolickih i
klinickih ¢imbenika zbog Cega je svjetski zdravstveni problem (1).

Metaboli¢ki sindrom prvi je put definiran 1923. godine kao skup metaboli¢kih poremecaja
koje povezuje istodobna prisutnost visokog krvnog tlaka (hipertenzija), povisena razina glukoze u
krvi (hiperglikemija) i giht (2). Kasnih 1940-ih abdominalna pretilost zajedno sa $e¢ernom bolesti
tipa 2, aterosklerozom i gihtom ¢ini skup poremecaja koji obiljezavaju MetSyn. Godine 1988.
Raeven je skupinu kardiovaskularnih ¢imbenika rizika, koji uklju¢uju hipertenziju, netoleranciju
na glukozu, visoku razinu triacilglicerola i nisku razinu lipoproteina visoke gustoce (engl. high
density lipoproteins, HDL) objedinio u jedan naziv — sindrom X (3). MetSyn se nazivao i
smrtonosnim kvartetom, zbog Cetiriju ¢cimbenika koji ga obiljezavaju: pretilost gornjeg dijela tijela,
netolerancija na glukozu, hipertrigliceridemija i hipertenzija (4).

Svjetska zdravstvena organizacija (SZO, engl. World Health Organization) 1998. godine
pokusala je medu prvima dati definiciju metaboli¢kog sindroma (5). Budu¢i da se inzulinska
rezistencija smatra glavnim ¢imbenikom patofiziologije MetSyn-a, dokaz o prisutnosti inzulinske
rezistencije neizostavan je zahtjev u definiciji SZO-a. Uz prisutnost inzulinske rezistencije moraju
biti zadovoljena barem dva dodatna kriterija, koja ukljucuju pretilost, dislipidemiju, hipertenziju i
mikroalbuminuriju. Definicija SZO-a prva je povezala klju¢ne komponente inzulinske rezistencije,
pretilosti, dislipidemije i hipertenzije.

Godine 1999. Europska skupina za proucavanje inzulinske rezistencije (engl. European Group
for the Study of Insulin Resistance, EGIR) predlozila je izmjenu definicije SZO-a (6). Kao i SZO,
EGIR smatra da je inzulinska rezistencija glavna u patofiziologiji metabolickog sindroma. U ovom
je slucaju inzulinska rezistencija definirana vrijedno$¢u inzulina u plazmi nataste koja je veca od
75 %. Upotreba samo poviSenog inzulina nataste kao odraza inzulinske rezistencije
pojednostavljuje definiciju. Takoder, sli¢éno definiciji SZO-a, EGIR definicija zahtijeva dva
dodatna kriterija, pretilost, hipertenziju ili dislipidemiju. Kriterij pretilosti pojednostavljen je samo
na opseg struka, dok se definicija SZO-a koristila izborom omjera struka i bokova ili indeksom

tjelesne mase. Kao dijagnosticki kriterij eliminirana je mikroalbuminurija.



Nacionalni program obrazovanja o kolesterolu: Panel za lije¢enje odraslih 111 (engl. National
Cholesterol Education Program: Adult Treatment Panel 111, NCEP ATP Ill1) 2001. godine, dao je
svoju definiciju metaboli¢kog sindroma (7). Definicija koju donosi NCEP ATP III ukljucuje
kljuéne znacajke: hiperglikemiju/rezistenciju na inzulin, visceralnu pretilost, aterogenu
dislipidemiju i hipertenziju. Vazno je da ne zahtijeva ispunjenje ni jednog posebnog kriterija (npr.
inzulinsku rezistenciju ili pretilost), ve¢ samo da su ispunjena najmanje tri od pet kriterija. Dakle,
definicija ne ugraduje ni jednu unaprijed stvorenu predodzbu o temeljnom uzroku metabolickog
sindroma.

Medunarodna zaklada za dijabetes (engl. International Diabetes Foundation, IDF) 2005. godine
objavila je nove kriterije metabolickoga sindroma (8). Iako ukljucuje iste opc¢e znacajke kao i druge
definicije, zahtijeva prisutnost pretilosti, ali ne nuzno inzulinske rezistencije. Zahtjev pretilosti
zadovoljen je grani¢nim vrijednostima specificnima za populaciju. To objasnjava Cinjenicu da
razli¢ite populacije, etnicke pripadnosti i nacionalnosti imaju razli¢ite distribucije normi za tjelesnu
masu i opseg struka. Definicija takoder prepoznaje da se odnos izmedu prethodno navedenih
vrijednosti i rizika za razvoj Secerne bolesti tipa 2 ili kardiovaskularnih bolesti razlikuje u razli¢itim
populacijama. Iako je visceralna pretilost danas prepoznata kao vaZzan ¢imbenik, definicija IDF-a
vrlo je kritizirana zbog svog naglaska na pretilosti, a ne na rezistenciju na inzulin u patofiziologiji
MetSyn-a (9).

Stoga se moze zakljuciti da je metabolicki sindrom vrlo sloZzen poremecaj s vrlo visokim
socioekonomskim tro§kovima te se smatra svjetskom epidemijom. Najcesca je definicija MetSyn-
a SZ0O-ova, prema kojoj se metabolickim sindromom smatra patolosko stanje obiljezeno

rezistencijom na inzulin, visceralnom pretilos¢u, dislipidemijom, i hipertenzijom (10).

1.2. Cimbenici rizika
1.2.1. Pretilost i abdominalna raspodjela tjelesne masti

Moderno drustvo obiljezava sjedilacki nain zivota te konzumacija jeftine i kalori¢ne hrane
Sto je dovelo do epidemije pretilosti u svijetu (11). Pretilost je Cesto povezana s kroni¢énom upalom,
metaboli¢kim i vaskularnim promjenama koje prethode razvoju MetSyn-a.

Masno je tkivo po strukturi heterogeno tkivo koje se sastoji od adipocita, preadipocita,

fibroblasta, endotelnih stanica i mati¢nih stanica koje se mogu diferencirati u razlicite tipove
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stanica. Masno tkivo je vazna energetska zaliha, koji pohranjuje visak energije koji se ne moze
iskoristiti na drugi nac¢in. Osim skladi$tenja energije, masno tkivo ima aktivnu ulogu u mnogim
homeostatskim procesima, uklju¢ujuci potro$nju energije, regulaciju teka i regulaciju glukoze.
Osim toga, masno je tkivo klju¢no za funkciju $titnjace, imunosni odgovor, odrzavanje zdravlja
kostiju, reprodukciju i zgrusavanje krvi. Aktivan je endokrini organ koji lu¢i mnoge ¢imbenike koji
reguliraju metabolicku i vaskularnu funkciju. Postoje znatne razlike u razli¢itim depoima masnog
tkiva. Nakupljanje masti intraabdominalno i potkozno oko trbuha (srediSnja, abdominalna,
visceralna, gornji dio tijela ili pretilost u obliku jabuke) povezano je visestrukim bolestima, kao i s
metaboli¢kim sindromom (12). S druge strane, nakupljanje masti u potkoznom dijelu kukova,
bedara i donjeg dijela trupa (donji dio tijela ili pretilost u obliku kruske) smatra se manje Stetnim
ili ¢ak zastitnim od kardiometaboli¢kih komplikacija (13).

Prekomjeran unos visokokalori¢ne hrane i povecanje tjelesne mase uzrokuje nakupljanje
masnog tkiva, povecanje volumena (hipertrofija) i broja (hiperplazija) adipocita. U hipertrofiranim
adipocitima toksini se mogu akumulirati i inducirati unutarstanicni stres $to dovodi do autofagije
kao zastitnog stani¢nog mehanizma ili apoptoze (14). Na razini tkiva ovi mehanizmi mogu
pridonijeti infiltraciji imunosnih stanica u masnom tkivu, hipoksiji, poremecenoj adipogenezi,
nepovoljnoj raspodjeli masti i kroni¢no promijenjenim signalima iz masnog tkiva (metaboliti,
adipokini, citokini, imunosne stanice). Nemogucnost masnog tkiva da skladisti svu mast, uzrokuje
veci protok slobodnih masnih kiselina u portalnu cirkulaciju, $to dovodi do ektopi¢nog nakupljanja
lipida, ponajprije u jetri i skeletnim misi¢ima (15). Osim toga, adipociti u depoima visceralne masti
pokazuju povecano izlu¢ivanje proupalnih adipokina (npr. ¢imbenika tumorske nekroze alfa (engl.
tumor necrosis factor alpha, TNF-a) i interleukina-6 (IL-6)) i smanjeno luc¢enje adiponektina, §to
smanjuje osjetljivost na inzulin i aktivira proupalne puteve u masnom tkivu, jetri i skeletnim
misi¢ima. Promijenjena ekspresija ili aktivnosti adiponektina mogu biti vazan ¢imbenik u razvoju
metaboli¢kog sindroma.

Adiponektin je protuupalni citokin koji luce iskljucivo adipociti i vazan je u homeostazi
glukoze 1 lipida te metabolizmu cijelog tijela. Povecava transport glukoze u misi¢ima 1 potice
oksidaciju masnih kiselina (16). Takoder, inhibira jetrene glukoneogene enzime i brzinu
proizvodnje endogene glukoze u jetri. Adiponektin istodobno povecava osjetljivost na inzulin i

inhibira mnoge korake upalnog procesa. Njegove su smanjene razine povezane s visokim indeksom



tjelesne mase (engl. body mass index, BMI), inzulinskom rezistencijom, nepovoljnim profilima
lipida u plazmi i razvojem kardiovaskularnih bolesti (17).

Faktor tumorske nekroze alfa (TNF-«) takoder je ukljuéen u razvoj pretilosti i inzulinske
rezistencije. Osim toga, moze oslabiti aktivnost tirozin-kinaze inzulinskih receptora i poremetiti
signalizaciju inzulina (18). Faktor tumorske nekroze alfa takoder narusava inzulinsku signalizaciju
povecanjem serumskih neesterificiranih masnih kiselina, koje mogu inducirati inzulinsku
rezistenciju u perifernim tkivima (19). Ove promjene moduliraju imunosni odgovor, stvaranje
lipidnih medijatora i upalu, $to u konacnici inducira pokretanje i razvoj MetSyn-a. Veéina osoba s
prekomjernom tjelesnom masom ima povisene razine leptina koje ne potiskuju tek, odnosno
otpornost na leptin, $to uzrokuje prekomjerno lu¢enje TNF-a i IL-6.

Interleukin-6 povezan je i s inzulinskom rezistencijom i pretilo§¢u, a njegova ekspresija i
koncentracija u pozitivnoj su korelaciji s pretiloS¢u, poremeéenom tolerancijom na glukozu 1
inzulinskom rezistencijom. Osim toga, koncentracija IL-6 u plazmi predvida razvoj Se¢erne bolesti
tipa 2. Interleukin-6 smanjuje inzulinsku signalizaciju u perifernim tkivima smanjujuci ekspresiju
signalnih komponenti inzulinskih receptora. Nedavno je otkriveno da je IL-6 vazan ¢imbenik
kroni¢nog upalnog stanja i jetrene inzulinske rezistencije kod pretilosti (20).

Stetni signali iz masnog tkiva (adipociti, makrofagi, endotelne i druge stanice masnog tkiva)
mogu aktivirati puteve osjetljive na stres kao odgovor na razlicite stresne podrazaje, Sto moze

dovesti do disfunkcije stanica i pridonijeti upali i MetSyn-u povezanom s pretilo§¢u.

1.2.2. Inzulinska rezistencija i netolerancija na glukozu

Inzulin je najsnazniji anabolicki hormon u tijelu, s brojnim u¢incima na metabolizam lipida
1 proteina, transport iona i aminokiselina, proliferaciju stani¢nog ciklusa, diferencijaciju stanica 1
sintezu dusikova oksida (21).

Inzulin proizvode B-stanice gusterate kao odgovor na hiperglikemiju te on stimulira
koriStenje glukoze na razli¢ite nacine u razli¢itim tkivima. Tkiva koja uklanjaju glukozu iz
cirkulacije 1 utjecu na koristenje glukoze najviSe su skeletni misi¢i, jetra i masno tkivo. U skeletnim
misi¢ima i masnom tkivu inzulin stimulira unos glukoze translokacijom GLUT4 transportera
glukoze na povrsinu stanice (22). U skeletnim miSi¢ima i jetri inzulin potice sintezu glikogena iz
glukoze 1 inhibira glikogenolizu. U jetri inzulin takoder smanjuje jetrenu glukoneogenezu,

sprjecavajuci povecan dotok glukoze u krvotok. U masnom tkivu inzulin inhibira razgradnju masti,
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odnosno lipolizu, i poti¢e unos glukoze. Neto ucinak svih tih promjena jest povecanje unosa
glukoze, smanjenje razine glukoze u cirkulaciji i povecanje pretvorbe glukoze u molekule za
skladiStenje poput glikogena ili masti.

Kod inzulinske rezistencije masne, miSi¢ne i jetrene stanice ne reagiraju na odgovarajuci
na¢in na inzulin, a razine glukoze u cirkulaciji ostaju visoke (10). B-stanice guSterace najprije
kompenziraju perifernu inzulinsku rezistenciju povecanjem bazalne i postprandijalne sekrecije
inzulina kako bi odrzale euglikemiju. U nekom trenutku B-stanice viSe ne uspijevaju ucinkovito
reagirati i dolazi do pogorsanja homeostaze glukoze, §to dovodi do razvoja intolerancije na
glukozu. Oslabljeno djelovanje inzulina i hiperinzulinemija uzrokuju razne abnormalnosti u jetri,
misi¢ima i masnom tkivu koje rezultiraju povecanim koncentracijama neesterificiranih slobodnih
masnih kiselina i triacilglicerola, niskim razinama HDL-a, hiperglikemijom, poremecenim
odlaganjem glukoze, protromboti¢kim stanjem i pove¢anim vaskularnim otporom (23). Stupanj
uklanjanja glukoze iz cirkulacije posredovane inzulinom moze se razlikovati zbog pretilosti (24).
Inzulinska je rezistencija snazan prediktor Secerne bolesti tipa 2, a hiperinzulinemija je zamjenski
biljeg za inzulinsku rezistenciju. Dakle, inzulinska signalizacija koordinirano utjee na perifernu
upotrebu glukoze, vaskularni tonus i protok krvi. Uobic¢ajeni mehanizmi koji pridonose inzulinskoj
rezistenciji mogu stoga utjecati i na vaskularnu funkciju, ukljucujué¢i hiperglikemiju,
uznapredovale produkte glikacije, toksi¢nost od slobodnih masnih kiselina, pretilost, dislipidemiju
i druga proupalna stanja.

Jedan je od modela kojim se procjenjuje inzulinska rezistencija homeostatski model
procjene inzulinske rezistencije (engl. Homeostatic model assesment for insulin resistention,
HOMA-IR). Racuna se na temelju vrijednosti glukoze i inzulina u serumu nataste, prema jednadzbi
(25):

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

Uz HOMA-IR Kkoristi se i kvantitativni indeks provjere osjetljivosti na inzulin (engl.
Quantitative insulin-sensitivity check index, QUICKI) sto je empirijski izvedena matematicka
jednadzba koja je varijacija HOMA-IR jednadzbe s logaritamskom transformacijom koncentracije

glukoze i inzulina (26).

QUICKI = 1/log (koncentracija inzulina (WU/mL) X koncentracija glukoze (mg/dL))




1.2.3. Dislipidemija

Povisene razine triacilglicerola i niske razine HDL kolesterola obiljezavaju dislipidemiju u
metabolickom sindromu. Povecani triacilgliceroli u prisutnosti inzulinske rezistencije i
hiperinzulinemije rezultat su povecane koli¢ine slobodnih masnih kiselina u cirkulaciji. Kako se
inzulinska rezistencija povec¢ava, mehanizmi inhibicije lipolize inzulina na masnom tkivu smanjuju
se 1 stvara se viSe slobodnih masnih kiselina. Takoder, s viSe inzulina koji cirkulira na periferiji,
lipoprotein lipaza se stimulira i povecava oslobadanje triacilglicerola. Hipertrigliceridemija je
povezana S promjenama, i u strukturi i u metabolizmu HDL-a i LDL-a (27). Ipak,
hipertrigliceridemija je izvrstan odraz stanja inzulinske rezistencije i jedan je od vaznih kriterija za
dijagnozu metaboli¢kog sindroma (28).

Drugi veliki poremecaj lipoproteina u metaboliCkom sindromu jest smanjenje HDL
kolesterola. To je smanjenje posljedica promjena u sastavu i metabolizmu HDL-a. Prisutnost
niskog HDL kolesterola u metabolickom sindromu djelomi¢no je posljedica visoke koncentracije
triacilglicerola. Kako se triacilgliceroli povecavaju, esteri HDL kolesterola zamjenjuju se za
triacilglicerole djelovanjem proteina kolesterol-estera, ¢ineé¢i Cesticu HDL kolesterola manjom i
gus¢om. Mehanizmima koji nisu dobro shvaceni manja HDL cCestica metabolizira se i Cisti
nenormalno velikom brzinom, §to rezultira niskim razinama HDL-a. Pomak na manje Cestice ¢ini
ih manje antiaterogenim, jer §to su vece i plutajuce, to vise slobodnog kolesterola mogu ukloniti iz
stanica i aterosklerotskog plaka (29).

Osim HDL-a, na sli¢an se na¢in mijenja i sastav LDL-a. Manje i gusce Cestice LDL-a
toksi¢nije su za endotel, takoder sposobnije su pro¢i kroz endotelnu bazalnu membranu, $to je

povezano s povecanim kardiovaskularnim rizikom (15).

1.2.4. Hipertenzija

Uzrok je hipertenzije u metabolickom sindromu multifaktorski 1 vjerojatno ukljucuje sve
elemente sindroma, pretilost, inzulinsku rezistenciju i dislipidemiju. Pretilost moze biti najvazniji
¢imbenik, no i ostali elementi sindroma sudjeluju u stvaranju i posredovanju promjena koje u

konacnici rezultiraju hipertenzijom (30).



1.2.5. OKkoliSni i genetski ¢cimbenici

Budu¢i da je MetSyn kombinirani uc¢inak viSe od jednog ¢imbenika rizika, njegova se
povecana prevalencija u populaciji moze djelomicno objasniti ¢imbenicima okolisa koji se odnose
na socioekonomsku tranziciju, neuravnotezene prehrambene navike (konzumacija hrane bogate
mastima, ugljikohidratima i soli, smanjena konzumacija voc¢a i povrca) i nisku razinu tjelesne
aktivnosti. Osim okoli$nih ¢imbenika i genetske predispozicije mogu utjecati na veci populacijski
rizik od MetSyn-a, kao $to je povecan rizik od poviSene razine SeCera u krvi, poviSenog krvnog
tlaka, dislipidemije i pretilosti. Istrazivanja u cijelom genomu uspjela su pronaci nekoliko
genetskih varijanti koje povecavaju rizik od MetSyn-a, koje su uglavnom bile povezane s
genetskim komponentama koje utje€u na metabolizam lipida, osjet glukoze, signalizaciju inzulina

I kontrolu apetita (31, 32).

1.3. Zivotinjski modeli metaboli¢kog sindroma

Patogeneza metabolickog sindroma vrlo je sloZena, a temeljni mehanizmi jo§ uvijek nisu u
potpunosti razjasnjeni. Da bi se oni rasvijetlili, mnogi se eksperimentalni zivotinjski modeli koriste
u znanstvene svrhe. Kako je metabolic¢ki sindrom skup razli¢itih stanja, a ¢imbenici koji pridonose
znaCajkama MetSyn-a mogu biti nasljedni ili okoli$ni, odabir adekvatnog eksperimentalnog
modela koji najbolje predstavlja patofiziologiju MetSyn-a u ljudi moze biti prilicno izazovan.
ukljucuju manipulaciju hranom, genetsku modifikaciju 1 lijekove.

U posljednjih su desetak godina zabiljezeni brojni hranidbeni modeli koji mogu inducirati
MetSyn u zivotinja, poput hrane s visokim udjelom fruktoze/saharoze, s visokim udjelom masti, ili
kombinacija prehrane s visokim udjelom fruktoze i masti ili visok udio saharoze i masti. Brojna su
istrazivanja o prehrani postala kamen temeljac za ispitivanje MetSyn-a s obzirom na to da prehrana
utjeCe na metabolizam i regulaciju cijelog tijela pomocu uc¢inka na hormone, metabolizam glukoze
I puteve metabolizma lipida. Najce$¢e koristeni sojevi glodavaca u istrazivanju MetSyn-a
uzrokovanog prehranom jesu Sprague-Dawley stakori, Wistar Stakori, C57BL/6 J miSevi i zlatni
sirijski hrcak (33).



Tablica 1. U¢inci razli¢itih hranidbenih tretmana na razvoj MetSyn-a

Traiani Komponente metabolickog
Hranidbeni tretman trt;?rjr? 2:]2 Sojevi Zivotinja sindroma
P HG HT DL
60 % fruktoze u . Sprague-Dawley i i
hrani(34) 8 tjedana Stakori * *
10 % fruktoze u . C :
vodi(35) 12 tjedana  Wistar §takori + + + +
Hrana s visokim . S :
udjelom fruktoze(36) 8tjedana  Wistar Stakori X + - +
30 % saharoze u . C :
vodi(37) 21 tjedan Wistar Stakori + - + +
Hrana s visokim . C57BL/6J
udjelom masti(38) 8 tjedana misevi * * i *
Hrana s visokim
udjelom . C :
ugljikohidrata i 16 tjedana  Wistar Stakori + + + +
masti(39)

Tablica prikazuje ucinke razlicitih hranidbenih tretmana na svaku komponentu MetSyn-a. Simboli " +" i "x” oznacuju
prisutnost odnosno odsutnost znacajnog ucinka MetSyn-a, dok "-" oznacuje komponentu koja se u istraZivanju ne
evaluira. P — pretilost, HG — hiperglikemija, HT — hipertenzija, DL — dislipidemija.

Obrok na bazi fruktoze u Stakora ne uzrokuje istu razinu sitosti kao obrok na bazi glukoze.
Kada su fruktoza i glukoza dodane u vodu za pice $takora, uoceni su razli¢iti uéinci (1). Vecina se
pojedene fruktoze metabolizira u jetri, a prvi je korak fosforilacija fruktoze u fruktoza-1-fosfat
pomoc¢u fruktokinaze (Slika 1). Fruktoza-1-fosfat zatim se razlaze na gliceraldehid i
dihidroksiaceton-fosfat, koji je meduprodukt glikolize. Gliceraldehid se potom fosforilira u jos$
jedan produkt glikolize, gliceraldehid-3-fosfat, koji je prekursor za sintezu triacilglicerola. U jetri
triacilglicerol ometa signalizaciju inzulina te pogoduje sintezi lipoproteina vrlo niske gustoce
(VLDL) (40).
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Slika 1. Sazet prikaz uc¢inaka fruktoze na cjelokupni metabolizam

1.4. Masne kiseline

Abnormalnosti u metabolizmu lipida 1 lipoproteina u metabolickom sindromu uglavnom se
objasnjavaju poveéanom masnoc¢om, inzulinskom rezistencijom i promjenama transkripcijskih
¢imbenika svojstvenih lipogenezi i lipolizi, 1 u jetri i u masnom tkivu. Nekoliko je ovih stanja
posljedica koliCine 1 kvalitete prehrambenih masti.

Masne su kiseline vazan izvor energije u organizmu, vazni su gradivni blokovi slozenih lipida
te su prekursori za izgradnju fosfolipida stanicnih membrana. Ne samo da pruZaju raznolikost i
kemijsku specifiénost slozenim lipidima koji se nalaze u membranama nego su povezane i S
opskrbom energijom i regulacijom Sirokog spektra stani¢nih procesa, ukljucujuci ekspresiju gena.

Sadrzavaju ugljikovodi¢ni lanac s karboksilnom skupinom na jednom kraju i metilnom
skupinom na drugom kraju. Unato¢ sli¢nosti medu masnim kiselinama, suptilna razlika u njihovoj
strukturi moze uzrokovati relevantne razlike u metabolickim odgovorima uklju¢enima u

metabolizam lipida u plazmi i lipoproteina (41). Bioloska aktivnost ovih spojeva uvelike ovisi o
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duzini ugljikovodi¢nog lanca masnih kiselina, njihovu stupnju nezasi¢enosti, ali i o poziciji
dvostrukih veza u lancu (n-6 i n-3 masne kiseline) (42). Ovisno o prisutnosti dvostrukih veza masne
kiseline mozemo podijeliti u tri skupine:
e zasicene masne kiseline koje ne sadrzavaju dvostruke veze (engl. saturated fatty acid, SFA)
e jednostruko nezasiCene masne kiseline koje sadrzavaju jednu dvostruku vezu (engl.
monounsaturated fatty acid, MUFA)
e visestruko nezasi¢ene masne kiseline koje sadrzavaju dvije ili vise dvostrukih veza (engl.

polyunsaturated fatty acid, PUFA).

Zasi¢ene masne kiseline potjecu ponajprije iz zivotinjskih izvora, kao §to su masno meso
(svinjetina, govedina, teletina, janjetina, Sunka) te jaja i mlijec¢ni proizvodi (punomasno mlijeko,
vrhnje, maslac i sir). No i neki su biljni proizvodi (kao §to su kokosovo ulje i ulje palminih kostica)
bogati zasi¢enim mastima. Zasi¢ene masne kiseline pridonose inzulinskoj rezistenciji ne samo
reguliranjem aktivnosti enzima ukljucenih u metabolizam lipida i moduliranjem ekspresije upalnih
gena nego i kontrolom transkripcijskih ¢imbenika koji moduliraju metabolizam glukoze i lipida
(43).

Jednostruko nezasi¢ene masne kiseline u velikim se koli¢inama nalaze u suncokretovu,
kukuruznom, sojinom, sezamovu i maslinovu ulju (44). Smatra se da MUFA moze pridonijeti
inzulinskoj rezistenciji svojim ucincima na sastav masnih kiselina staniéne membrane (45),
modulaciju fluidnosti membrane, ionsku permeabilnost, vezanje/afinitet inzulinskih receptora i

regulaciju prijenosnika glukoze.

1.4.1. ViSestruko nezasié¢ene masne Kiseline

Esencijalne masne kiseline jesu masne kiseline koje ljudi i zivotinje ne mogu sintetizirati i
stoga ih moraju unositi hranom. One su potrebne za osiguravanje odgovaraju¢eg okruzenja, za
optimalno funkcioniranje receptora, enzima vezanih na membranu, transportera i ionskih kanala
(46). Osim toga, ove masne kiseline takoder osiguravaju i moduliraju fluidnost membrane. Poznato
je da se u ljudskoj prehrani pojavljuju dvije obitelji esencijalnih masnih kiselina, a to su n-6 i n-3
masne Kiseline.

N-6 masne kiseline zajedno s n-3 masnim kiselinama pripadaju obitelji viSestruko

nezasi¢enih masnih kiselina. To su dugolanc¢ane masne kiseline koje obiljezava prisutnost dviju ili
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viSe dvostrukih veza u molekuli. U ugljikovodicnom lancu prva se dvostruka veza racuna od
metilnog kraja (ili omega ili n-kraja). Te su masne kiseline razvrstane na temelju razlicitih sustava
nomenklature. Uobicajeni nazivi (npr. a-linolenska kiselina, najjednostavnija n-3) jesu narodni
nazivi koji Cesto ne slijede nikakvu klasifikaciju. Sustavni nazivi (npr. all-cis-9,12,15-
oktadekatrienska kiselina) opisuju molekulu koja broji dvostruku vezu, pocevsi od karboksilne
skupine; dvostruka je veza oznacena kao cis ili trans, ovisno o njezinoj i obliku molekule. Skra¢ena
nomenklatura temelji se na broju ugljikovih atoma u molekuli te broju i poloZaju dvostrukih veza
(slika 2.). Postoje tri razli¢ite skracene nomenklature:

(@) n-x gdje je "x" broj polozaja dvostruke veze, racunajuci od terminala "n" metilnih

skupina (CHz3) (npr. a-linolenska kiselina, C18:3 n-3)

(b) omega-x (m-x), gdje je "x" broj polozaja dvostruke veze, ra¢unajuéi od terminala "®"

metilnih skupina (CHz3) (npr. a-linolenska kiselina, C18:3 ®-3)

(c) delta-x (AX), gdje se dvostruka veza racuna od karboksilne kiseline (npr. a-linolenska

kiselina, C18:3 A%121%) (47)

1 9 12 15
18

a - linolenska kiselin (C18:3, n-3)
(C18:3, ®3)
(C18:3, A”1219)

N

polozaj dvostrukih veza

broj C atoma

broj dvostrukih veza

Slika 2. Prikaz skra¢ene nomenklature masnih kiselina

N-3 masne kiseline mogu se naci u zelenom lisnatom povréu, sjemenkama kao $to su laneno
sjeme i njegovo ulje, oraSastim plodovima i mahunarkama. Plodovi mora dobar su izvor n-3 masnih
kiselina. Ipak, potrebno je razlikovati razli¢ite vrste ribe jer se koli¢ina i vrsta n-3 masnih kiselina
razlikuju. Bijela riba, poput bakalara, pohranjuje lipide u jetru, dok plava riba poput lososa, tune,

skuse i sardine, pohranjuje lipide u cijelom tijelu (48).
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N-6 masne kiseline pretezno se nalaze u mesu, jajima i biljnim uljima. Bioloski je najvaznija
n-6 masna kiselina arahidonska kiselina (ARA; 20:4 n-6), koja je glavna komponenta fosfolipida
stani¢énih membrana. Glavna je funkcija ARA-¢ da sluzi kao prekursor za sintezu eikozanoida, koji
imaju proupalno djelovanje. Arahidonska je kiselina takoder ligand za nuklearne receptore koji
sudjeluju u supstani¢noj kontroli metabolickih puteva. Kovalentna modifikacija proteina
acilacijom masnih kiselina omogucuje njihovu ugradnju u membrane. Stupanj nezasi¢enosti
masnih kiselina u membranskim fosfolipidima diktira biofizicka svojstva membrane, Sto zauzvrat
utjeCe na mnoge kriti¢ne funkcije povezane s membranom, ukljucujuci aktivnosti proteina vezanih
za membranu kao $to su ionski kanali te endocitoza i egzocitoza (49). Smanjenje ARA-e iz
membrana moze promijeniti fizicka i funkcionalna svojstva membrana. ARA takoder funkcionira
kao regulator transkripcije, moduliraju¢i transdukciju signala na povr$ini stanice, promjenom
fluidnosti membrane ili interakcijama izmedu stanice i povrSine aciliranjem membranskih proteina
47).
Najvaznije su n-3 masne kiseline a-linolenske kiseline (ALA,; 18:3n-3), eikozapentaenske kiseline
(EPA) i dokozaheksaenske kiseline (DHA). ALA je prekursor za sintezu EPA-e i DHA-e. No ova
je konverzija vrlo mala i s godinama se sve vise smanjuje (50).

Opcenito, n-6 i n-3 masne kiseline proizvode suprotne ucinke u kontekstu oksidacijskog

stresa i upale (51).

1.4.2. Sinteza i metabolizam viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina

N-6 i n-3 masne kiseline mogu se sintetizirati iz svojih prekusora, linolne kiseline (LA, 18:2
n-6) i a-linolenske kiseline (ALA, 18:3 n-3), razli¢itim koracima koji ukljucuju serije enzima
elongaza 1 desaturaza, smjeStenih u endoplazmatskom retikulu hepatocita.

Alfa-linolenska kiselina moZe se pretvoriti u stearidonsku kiselinu (18:4 n-3) pomocu delta-
6 desaturaze, a zatim se stearidonska kiselina moze produziti do 20:4 n-3 (slika 3). Ova se masna
kiselina moze dodatno desaturirati AS-desaturazom kako bi se dobila eikozapentaenska kiselina
(EPA, 20:5 n-3). Postoji put za daljnju pretvorbu EPA-e u dokozaheksaensku kiselinu (DHA, 22:6
n-3), a on ukljucuje dodavanje dva ugljika kako bi se dobila dokozapentaenska kiselina (DPA, 22:5
n-3), dodavanje dva daljnja ugljika kako bi se dobilo 24:5 n-3, desaturaciju u 24:6 n-3 i
translokaciju 24:6 n-3 iz endoplazmatskog retikula do peroksisoma, gdje se dva ugljika uklanjaju

ograni¢enom B-oksidacijom kako bi se dobila DHA (48).
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Biosinteza n-6 masnih Kkiselina zahtijeva isti niz koraka desaturacije i elongacije
kataliziranih elongazama i A5- i A6-desaturazama. Linolna kiselina (LA, 18:2 n-6) pretvara se u y-
linolensku kiselinu (GLA, 18:3 n-6) uz pomo¢ enzima A6-desaturaze, koja se zatim produljuje u
dihomo-y-linolensku kiselinu (DGLA, 20:3 n-6). Iz DGLA pomoc¢u enzima A5-desaturaze nastaje
najvaznija n-6 masna kiselina, arahidonska kiselina (ARA, 20:4 n-6). A6-desaturacija masnih
kiselina korak je koji ograni¢ava brzinu u pretvorbi LA-e u ARA-u (50).

U jetri mnogi nutritivni, hormonski i fizioloski ¢imbenici moduliraju biosintezu ARA-e.
Dakle, dijetna ALA inhibira A6-desaturaciju LA. Produkti desaturacije ARA, EPA i DHA
inhibiraju A6-desaturaciju LA-e i A5-desaturaciju DGLA-e. S obzirom na hormone, inzulin i
tiroksin nuzni su za aktivnosti A6-desaturacije i AS-desaturacije, dok drugi hormoni (glukagon,
epinefrin, glukokortikoidi) inhibiraju desaturaciju (47, 50). | DGLA i ARA su supstrati za
ciklooksigenaze (COX), koja nizom reakcija slobodnih radikala metabolizira DGLA-u i ARA-u u

razli¢ite bioaktivne tvari.

Linolna kiselina a-Linolenska kiselina
(18:2 n-6) (18:3 n-3)
[oe e
i A6-desaturaza i
y-Linolenska kiselina Stearidonska kiselina
(18:3 n-6) (18:4 n-3)
1
i‘ elongaza | '1
Dihomo y-linolenska Eikozatetraenska kiselina
kiselina (20:3 n-6) (20:4 n-3)
[he et |
l AS-desaturaza 1
Eikozanoidi Arahidonska kiselina Eikozapentaenska kiselina, Eikozanoidi
(proupalni) (20:4 n-6) EPA(20:5n-3) (protuupalni)
1
i elongaza 1
Dokozatetraenska Dokozapentaenska kiselina
kiselina (22:4 n-6) (22:5n-3)
[ j N|
"' l’l(]l\gdh] 1
Tetrakozatetraenska Tetrakozapentaenska
kiselina (24:4 n-6) kiselina (24:5 n-3)
T o 1
l AG—desaturaza] 'll
Tetrakozapentaenska Tetrakozaheksaenska
kiselina (24:5 n-6) kiselina (24:6 n-3)
-
l B-oksidacija l
Dokozapentaenska Dokozaheksaenska kiselina,
kiselina (22:5 n-6) DHA(22:6n-3)

Slika 3. Metabolizam n-6 i n-3 masnih kiselina
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Nekoliko ¢imbenika moZe utjecati na ravnotezu A5-desaturaze i A6-desaturaze, ukljucujuéi
prehranu, koncentraciju inzulina, oksidacijski stres i bolest jetre. Visok unos n-6 masnih kiselina u
prehrani mijenja aktivnost A5-desaturaze i A6-desaturaze, povecavajuci proizvodnju ARA-e i
smanjujuci proizvodnju EPA-e. U fizioloskim i patoloSkim stanjima COX i LOX mogu pretvoriti
ARA-u i EPA-u u eikozanoide.

Eikozanoidi su lipidne molekule sa signalnim funkcijama, koje imaju vaznu ulogu u
reguliranju upale, a uklju¢uju prostaglandine, prostacikline, tromboksane i leukotriene. Prehrana
bogata n-6 masnim kiselinama uzrokuje nakupljanje ARA-e u stani¢noj membrani, utje¢u¢i na
transport stanice i pogodujuéi proizvodnji eikozanoida dobivenih iz ARA-e. Eikozanoidi s visokim
udjelom ARA-e dovode do sinteze prostaglandina i tromboksana serije 2 (s dvije dvostruke veze u
ugljikovu lancu) i leukotriena iz serije 4 (s Cetiri dvostruke veze u ugljikovu lancu) (47). Ovi su
eikozanoidi kljuéni u regulaciji proizvodnje proupalnih citokina. Prekomjerna proizvodnja
eikozanoida povezana je s povecanim oslobadanjem proupalnih citokina, aktivacijom neutrofila,
povecanom proizvodnjom reaktivnih vrsta kisika i pove¢anom propusnoséu krvnih zila. Ovaj
uc¢inak povecava rizik od agregacije trombocita, krvarenja i vazokonstrikcije. Eikozanoidi dobiveni
iz EPA-e su prostaglandini i tromboksani serije 3 (s tri dvostruke veze u ugljikovu lancu) i
leukotrieni serije 5 (s pet dvostrukih veza u ugljikovu lancu) te imaju protuupalan ucinak u

usporedbi s eikozanoidima dobivenim iz arahidonske kiseline (52, 53).

1.4.3. Funkcija viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina

Dobro je poznato da su inzulinska rezistencija, upala niskog stupnja, hipertenzija i
disfunkcija endotelnih stanica usko povezani s patofiziologijom MetSyn-a. Masne kiseline n-3
linjje inhibiraju upalu, sniZavaju krvni tlak, poboljSavaju funkciju vaskularnih endotelnih stanica 1
povecavaju osjetljivost na inzulin (54). Studije metaanalize na ljudima potvrdile su da n-3 masne
kiseline ne samo da smanjuju inzulinsku rezistenciju u pacijenata sa Se¢ernom bolesti tipa II i
MetSyn nego i smanjuju razine triacilglicerola. Pokazalo se i da su zasi¢ene, mononezasicene i
transmasti znatno povezane s rizikom od razvoja MetSyn-a. Nasuprot tome, pokazalo se da n-3
masne kiseline imaju zaStitnu ulogu u riziku od MetSyn-a. N-3 masne kiseline induciraju ekspresiju
snaznog protuupalnog, antisteatotskog i inzulinskog adipokina, adiponektina (55).

Upala masnog tkiva barem je djelomi¢no odgovorna za inzulinsku rezistenciju povezanu s

pretilos¢u. Inzulinska rezistencija jetre, u kojoj su povecéane i proizvodnja glukoze i lipogeneza,
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karakteristi¢na je za metabolicku disregulaciju koja se vidi kod pretilosti i Secerne bolesti tipa II.
Ova se disregulacija pripisuje smanjenju proksimalnih inzulinskih signalnih kinaza, kao $to su
P13K i AKT, koje ometaju glukoneogenezu, kao i aktivaciji mTORC1 i p70S6K, koji kontroliraju
lipogenezu. N-3 PUFA utje¢u na smanjenje hiperglikemije, hipertrigliceridemije i razine inzulina
u plazmi (19). Ovo bi mogao biti potencijalni mehanizam kojim n-3 PUFA poboljsavaju
rezistenciju na inzulin. Stoga n-3 PUFA mogu biti vrijedan nutritivni alat za prevenciju ili
smanjenje miSiéne i jetrene inzulinske rezistencije povezane s pretilos¢u (56).

Iako su protuupalna i hipotrigliceridemi¢na svojstva n-3 PUFA dobro poznata, njihovi
ucinci na pretilost i u¢inkovitost protiv metabolickog sindroma, posebno u ljudi, jo$ uvijek nisu u
potpunosti razjasnjeni. Na Zivotinjskim modelima dokazi dosljedno upuéuju na ulogu n-3 PUFA u
smanjenju masne mase, posebno u retroperitonealnom i epididimskom podru¢ju. Predlozeni
mehanizmi pomocu kojih n-3 PUFA mogu raditi na poboljSanju tjelesnog sastava i suzbijanju
metaboli¢kih promjena povezanih s pretiloS¢u ukljucuju moduliranje metabolizma lipida,
reguliranje adipokina, kao §to su adiponektin i leptin, ublazavanje upale masnog tkiva, promicanje

adipogeneze i mijenjanje epigenetskih mehanizama (56).

1.5. Upala

Kroni¢na supklinicka upala dio je metabolickog sindroma. Iako upalni markeri trenutacno,
prema definiciji NCEP/ATP 1l ili SZO-a, nisu ukljuceni u dijagnosticke kriterije metabolickog
sindroma, smatra se da proupalno stanje takoder pridonosi razvoju metabolickog sindroma.

Kroni¢nu upalu obiljeZzava dugotrajna kronicna aktivacija makrofaga u visceralnim organima
te kontinuirana aktivacija NF-kB i stvaranje medijatora upale. Trajna ekspresija i oslobadanje
upalnih medijatora uzrokuju neravnotezu homeostaze upalnog ciklusa aktiviranjem dodatnih
makrofaga u visceralnim tkivima, promicuci daljnje oslobadanje upalnih citokina, kao §to je TNF-
a, IL-6 i interleukin-1 (IL-15) (18).

Veza izmedu upale i metabolickog sindroma jo$ uvijek nije u potpunosti shvac¢ena. Kroni¢ni
viSak energije u prehrani moze uzrokovati poteskoce u metabolizmu glukoze, uzrokujuci upalu i
na kraju razvijajuc¢i MetSyn (14).

Upalni markeri koji su povezani s metabolickim sindromom uklju¢uju, medu ostalima,

visokoosjetljivi CRP, TNF-a, fibrinogen i IL-6. Dobro je poznato da je pretilost povezana sa
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stanjem kroni¢ne upale niskog stupnja i da gubitak tjelesne mase smanjuje razinu CRP-a u
cirkulaciji. Sada je poznato da adipociti luce nekoliko drugih signalnih molekula, adipocitokine,
koji mogu utjecati na djelovanje inzulina, ukljucujuci leptin, adiponektin, TNF-«, IL-6, CRP i
rezistin. Pretpostavlja se da bi ovi adipokini mogli biti djelomi¢no odgovorni za metabolicke
abnormalnosti koje se povezuju s inzulinskom rezistencijom. U usporedbi s masnim tkivom
mrSavih osoba, masno tkivo pretilih lu¢i poveéane koli¢ine ovih molekula, kao i prokoagulantnih
proteina poput inhibitora aktivatora plazminogena tipa-1 (PAI-1), tkivnog faktora i faktora V11 (19,
57).

Pitanje je, ako je pretilost proupalno stanje, a upalni mehanizmi i posrednici ometaju inzulinsku
signalizaciju, koji je temeljni izvor upale? Istrazivanja sugeriraju da unos makronutrijenata moze
uzrokovati oksidacijski stres i inicirati upalni proces. Jedan je od produkata oksidacijskog stresa
superoksid koji je aktivator najmanje dvaju proupalnih transkripcijskih faktora. Jedan je od njih
NF-kB, koji regulira najmanje 125 gena, od kojih je veéina proupalna. Isti se fenomen opaza kod
jednakih kalorija masti. Konzumiranje glukoze takoder rezultira povecanjem upalnih

transkripcijskih ¢imbenika ili njihova vezanja te smanjenjem inhibitora transkripcijskih faktora.

1.6. Oksidacijski stres

1.6.1. Oksidacijski stres i slobodni radikali

Prehrana s visokim udjelom fruktoze u visceralnim organima izaziva oksidacijski stres, koji
je obiljezen znatnim povecanjem superoksidnih aniona, hidroksilnih, alkoksilnih i peroksilnih
radikala, singletnog kisika i vodikova peroksida. Glavni su izvori oksidacijskog stresa
mitohondrijski respiratorni lanac, ksantin/ksantin oksidaza, mijeloperoksidaza u citoplazmi,
oksidacija arahidonske kiseline (ARA) ciklooksigenazom (COX), lipoksigenazom (LOX) i
epoksigenazom (EPOX) u citoplazmi i NADPH oksidaza u plazma-membranama (58).

Slobodni radikal moZe se definirati kao bilo koja molekularna vrsta (atom, ion ili molekula)
koja sadrzava nespareni elektron u atomskoj orbiti i sposobna je za neovisno postojanje. Prisutnost
nesparenog elektrona povecava kemijsku reaktivnost atoma ili molekule. Slobodni radikali
ponasaju se kao oksidansi ili reducensi, odnosno oni mogu donirati elektron ili ga prihvatiti iz

drugih atoma ili molekula (59).
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Najvazniji slobodni radikali ukljuc¢uju hidroksilni ("OH), superoksidni (O2"), peroksilni
(ROQO), hidroperoksilni (HO2"), dusik-oksidni (NO") i peroksinitritni (ONOO" ) radikal (60).

Poremecaj ravnoteze izmedu proizvodnje velike koli¢ine reaktivnih vrsta kisika (engl.
Reactive oxygen species, ROS), odnosno slobodnih radikala i antioksidacijske obrane, rezultira
oksidacijskim stresom, S§to moze dovesti do oSteCenja bioloskih makromolekula i uzrokovati
metabolicke poremecaje (58, 59).

Reaktivne kisikove vrste mogu nastati iz endogenih ili egzogenih izvora. Endogeni izvori
ROS-a ukljucuju razli¢ite stanicne organe, poput mitohondrija, peroksisoma i endoplazmatskog
retikula, gdje je potroSnja kisika velika, dok egzogeni izvori ukljuCuju alkohol, lijekove,
ultraljubicasto zracenje, visoke temperature i dr (60).

U fizioloskim uvjetima antioksidacijski obrambeni sustavi (superoksid-dismutaza,
katalaza, transferin i glutation-peroksid, glutation i vitamin C) unutar tijela mogu lako neutralizirati
kolicinu ROS-a proizvedenih putem tri stani¢na antioksidacijska obrambena sustava. No
poremecaj stroge kontrole visokim razinama ROS-a rezultira teskim oksidacijskim stresom. Niske
razine ROS-a potrebne su u temeljnim staniénim funkcijama. Oni imaju ulogu u razli¢itim
signalnim kaskadama, poput odgovora na stimulaciju faktora rasta i kontrolu upalnih odgovora, te
kontroliraju optimalno funkcioniranje imunosnog sustava, koji je uklju¢en u obranu od prodornih
mikroorganizama. Sudjeluju u regulaciji mnogih stani¢nih procesa, ukljucujuci diferencijaciju,
proliferaciju, rast, apoptozu, regulaciju citoskeleta, migraciju i kontrakciju (61). U visokim
koncentracijama ROS uzrokuje oksidaciju lipida, proteina i nukleinskih kiselina te pridonose
Sirokom rasponu patoloskih stanja, poput hipertenzije, Se¢erne bolesti tip I1, inzulinske rezistencije,
metaboli¢kog sindroma i drugih (62).

Peroksidacija lipida najopseznije je prouc¢avana posljedica napada slobodnih radikala i od

potencijalne je vaznosti u dijabetiCkom vaskularnom o$tecenju.

1.6.2. Lipidna peroksidacija

Lipidna peroksidacija moze se opcenito opisati kao proces u kojem oksidansi poput
slobodnih radikala ili neradikalnih vrsta napadaju lipide koji sadrzavaju ugljik-ugljik dvostruke
veze, uzrokuju¢i oSteCenje membrane. BioloSke staniéne membrane prepune su viSestruko
nezasi¢enih masnih kiselina koje su posebno osjetljive na peroksidaciju, poput ARA-e i DHA-e,

bilo u izoliranom obliku bilo u obliku inkorporiranom u triacilgliceride i fosfolipide (63).
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Peroksidacija lipida jedno je od najopseznijih prouc¢avanih posljedica djelovanja ROS-a na
strukturu i funkciju membrane. U fizioloskim uvjetima, odnosno niskim stupnjevima peroksidacije
lipida (suptoksi¢ni uvjeti), stanice stimuliraju svoje odrzavanje i prezivljavanje putem
konstitutivnih antioksidacijskih obrambenih sustava ili aktivacije signalnih puteva koji povecavaju
regulaciju proteina antioksidansa, sto rezultira adaptivnim odgovorom na stres. Nasuprot tome, pod
srednjim ili visokim stupnjevima peroksidacije lipida (toksi¢ni uvjeti) opseg oksidacijskog
oSte¢enja nadmasuje sposobnost popravka, a stanice induciraju apoptozu ili nekrozu. Oba procesa
na kraju dovode do oSte¢enja molekularnih stanica, §to moze olaksati razvoj razliitih patoloskih

stanja i ubrzano starenje (63, 64).

1.6.3. Mehanizam lipidne peroksidacije

U fizioloskim uvjetima niska razina peroksidacije lipida prirodan je metaboli¢ki proces.
Visestruko nezasi¢ene masne kiseline osobito su sklone napadu slobodnih radikala jer prisutnost
dvostruke veze slabi vezu ugljik-vodik na susjednom atomu ugljika. Slobodni radikali koji mogu
oksidirati PUFA-e su "OH, HO>", ROO", RO’, dok O>™ nije dovoljno reaktivan da apstrahira atom
vodika iz molekule lipida (64).

0,
R RH
LH
LOOH
LO-
7N
Malondialdehid 2-alkenali

4-hidroksialkenali

Slika 4. Shematski prikaz peroksidacije lipida
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Peroksidacija lipida bioloskih membrana moze se podijeliti u tri stupnja: inicijacija,

propagacija (umnazanje) i terminacija (zavrSetak) (slika 4) (65).

Inicijacija

InN"+LH— L+ InH
Propagacija

L'+ 02 — LOO’

LOO" + LH — LOOH + L°
Terminacija

LOO"+ LOO®— ROOR + O2

LO'+L"— R-O-R

LOO" + L" — Stabilni produkt

L* +L" — RR (dimeri)

Inicijalna faza peroksidacije lipida zapocinje najcesée napadom hidroksilnog radikala
sposobnog da izdvoji atom vodika iz metilenske skupine (-CH2-), ostavljajuci za sobom nespareni
elektron na ugljiku (-CHe). Nastali radikal masnih kiselina vrlo je reaktivan i vrlo lako reagira s
molekularnim kisikom stvarajuci peroksilni radikal (LOO"). Peroksilni radikal takoder je vrlo
nestabilna vrsta, koja brzo reagira s drugom masnom kiselinom, pri ¢emu dolazi do oblikovanja
lipidnih hidroperoksida (LOOH).

Ovaj se ciklus nastavlja jer novi radikal na isti naéin reagira s novom molekulom, §to
rezultira propagacijom. Razgradnjom lipidnog hidroperoksida (LOOH) dolazi do nakupljanja
radikala i $tetnih aldehida.

Reakcija terminacije zapocinje kad se sav supstrat iscrpi te dva radikala kombiniraju
nesparene elektrone i tvore neradikalni produkt (66).

Lancanu reakciju mogu prekinuti i antioksidansi (A-H), koji daju lako dostupan vodik za
apstrakciju peroksilnim radikalima ili se kombiniraju s lipidnim radikalima kako bi se zaustavilo
daljnje Sirenje. Radikal nastao iz antioksidansa (A’) moze se bezopasno dimerizirati u Az ili se

pretvoriti natrag u A-H reakciju s drugom molekulom; takoder moze reagirati s drugim ROO" i
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postati neradikal. Najvazniji antioksidans koji cijepa lance u ljudskim lipidima jest a-tokoferol
(64).
AH+LOO" — LOOH + A’

LOO" (lipidni peroksilni radikal) + a-tokoferol-OH — LOOH + a-tokoferol-O*

Rezultiraju¢i tokoferoksilni radikal relativno je stabilan i u normalnim okolnostima
nedovoljno reaktivan da zapo¢ne peroksidaciju lipida. In vitro je dokazano da se radikal o-
tokoferola moze pretvoriti natrag u a-tokoferol redukcijom s askorbinskom kiselinom na povrSini

bioloskih membrana.

A’ + askorbinska kiselina — askorbinska kiselina® + A—H

1.6.4. Produkti lipidne peroksidacije

Peroksidacija lipida ili reakcija kisika s nezasi¢enim masnim kiselinama proizvodi velik
broj oksidacijskih produkata koje moZemo podijeliti na primarne i sekundarne produkte. Glavni su
primarni produkti peroksidacije lipida lipidni hidroperoksidi (LOOH). Medu mnogim razli¢itim
aldehidima koji mogu nastati kao sekundarni produkti tijekom peroksidacije lipida jesu
malondialdehid (MDA\), propanal, heksanal i 4-hidroksinonenal (4-HNE) (67). Cini se da je MDA

MDA se nasiroko koristi dugi niz godina kao prikladan biomarker za peroksidaciju lipida
n-3 i n-6 masnih kiselina zbog svoje lagane reakcije s tiobarbiturnom kiselinom (TBA) (shema 1).
TBA test temelji se na reaktivnosti TBA prema MDA kako bi se dobio intenzivno obojen kromogen
fluorescentno crveni produkt. Malondialdehid se zbog svoje visoke reaktivnosti i toksi¢nosti

smatra jednim od najpouzdanijih markera za odredivanje oksidacijskog stresa (63).
0 OH HO N SH

H

N S S N

\( \l/ A = T
M + 2 —_— + 2H,0
o) 9] NH N o NN AN

@) OH OH
MDA TBA TBARS

Shema 1. Shematski prikaz reakcije malondialdehida s tiobarbiturnom kiselinom
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Budu¢i da je MDA jedan od najpopularnijih i najpouzdanijih markera koji odreduju
oksidacijski stres u klinickim situacijama, te zbog visoke reaktivnosti i toksi¢nosti, 4-
hidroksialkenali su najvazniji proizvodi jer se proizvode u relativno velikim koli¢inama i vrlo su
reaktivni aldehidi koji djeluju kao drugi glasnici slobodnih radikala. Visoka toksi¢nost 4-HNE-a
moze se objasniti brzim reakcijama s tiolima i aminoskupinama. Reaktivni aldehidi, osobito 4-
HNE, djeluju i kao signalne molekule i kao citotoksi¢ni proizvodi peroksidacije lipida, uzrokujuci
dugotrajne bioloske posljedice, osobito kovalentnom modifikacijom makromolekula. 4-
hidroksinonenal se smatra drugim otrovnim glasnikom slobodnih radikala, a takoder i jednim od
fizioloski najaktivnijih lipidnih peroksida, jednim od glavnih generatora oksidacijskog stresa i
glavnim produktom peroksidacije lipida. Stoga ne ¢udi Sto se 4-HNE danas smatra glavnim
bioaktivnim markerom peroksidacije lipida i signalnom molekulom uklju¢enom u regulaciju
nekoliko transkripcijskih ¢imbenika osjetljivih na stres, kao $to je faktor 2 povezan s eritroidom
(Nrf2), aktiviraju¢i protein-1 (AP-1), NF-xB i receptor aktiviran proliferatorom peroksisoma
(PPAR), u stani¢noj proliferaciji i/ili diferencijaciji, prezivljavanju stanica, autofagiji, starenju,

apoptozi i nekrozi (63, 67).

TNF-a |
-6 ¢
Adiponektin L

ROS T

Oksidacijski
Antioksidansi}

stres

Peroksidacija
lipida

a-HNE 1
MDA 1

Slika 5. Prikaz peroksidacije lipida uzrokovana nakupljanjem adipocita

22



Kroni¢na upala niskog stupnja bijelog masnog tkiva obiljezje je pretilosti i glavni je
doprinos oksidacijskom stresu i peroksidaciji lipida (slika 5). 4-HNE smanjuje ekspresiju
protuupalnog hormona adiponektina koji je osjetljiv na inzulin, povezujuéi tako nusproizvode

peroksidacije lipida i kroni¢nu upalu (68).
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2.0BRAZLOZENJE TEME



Cilj ovog istrazivanja jest ispitati utjecaj prehrane s dodatkom eikozapentaenske i
dokozaheksaenske masne kiseline i spola u eksperimentalnom zivotinjskom modelu na uspjesnost

prevencije metabolickog sindroma.

Specifi¢ni ciljevi:
e uspostaviti eksperimentalni hranidbeni model metabolickog sindroma i ispitati nastale
promjene u lipogenezi, upali i oksidacijskom statusu
e ispitati ima li hranidbeni dodatak eikozapentaenske i dokozaheksaenske masne kiseline
utjecaj na promjene u molekulskim mehanizmima koji karakteriziraju razvoj metabolickog
sindroma
e utvrditi utjee 1i spol na molekulske mehanizme kojima eikozapentaenska i

dokozaheksaenska masna kiselina mogu modulirati patogenezu metaboli¢kog sindroma.

Hipoteza

Prehrana s dodatkom eikozapentaenske i dokozaheksaenske masne kiseline moze znatno regulirati
ekspresiju molekulskih biljega rezistencije na inzulin, kroni¢ne upale i oksidacijskog stresa, te time
moze biti u€inkovit nacin prevencije metabolickog sindroma.

Mehanizam djelovanja eikozapentaenska i dokozaheksaenska masna kiselina ovisi o spolu, $to ima

znatne implikacije za uspjesnost prevencije.
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3.MATERIJAL | METODE



3.1. Pokusne Zivotinje

Istrazivanje je provedeno na 30 Wistar Han Stakora (15 muzjaka i 15 zenki), na Institutu za
medicinska istrazivanja i medicinu rada u Zagrebu. Eksperimentalne protokole odobrila je Uprava
za veterinarstvo i sigurnost hrane, Ministarstvo poljoprivrede Republike Hrvatske (ovlastenje EP
107-2/2017) te Povjerenstvo za eti¢nost eksperimentalnog rada Farmaceutsko-biokemijskog
fakulteta. Zivotinje su bile smjestene u polikarbonatnim kavezima sa svjetlosnim rezimom od 12
sati svjetla i 12 sati mraka, pri temperaturi od 20 stupnjeva. Zivotinje su bile podijeljene prema
hranidbenom tretmanu i spolu. Pristup hrani i vodi bio je neogranic¢en (ad libitum) za sve Stakore
tijekom eksperimenta. Stakori su vagani jedanput tjedno elektroni¢kom vagom (PLS 1200-3A,
Kern & Sohn, Balingen, Njemacka) te im je mjerena razina glukoze nataste (12 sati post) u uzorku

Krvi iz repne vene.

3.2. Hranidbeni tretman

Nakon dva tjedna aklimatizacije zivotinje su nasumic¢no podijeljene u skupine prema
hranidbenom tretmanu, dodatku fruktoze i spolu, na kontrolnu skupinu (CON) i skupinu tretiranu
fruktozom u vodi (15 w/v) (HF).

CON (n =5) HF

ne/n3=7 15% fruktoze u
obi¢navoda vodi

CON-HF (n =5) DHA-HF (n = 5)

ne/n3=7 n6/n3=1

Slika 6. Podjela zivotinja prema hranidbenom tretmanu

Skupina tretirana fruktozom zatim je dodatno podijeljena na dvije skupine u odnosu na

hranidbeni tretman s razli¢itim omjerima n-6/n-3 masnih kiselina (slika 6). Koristeni kontrolni
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omjer n-6/n-3 iznosio je 7, a niski n-6/n-3 iznosio je 1. Time su dobivene ukupno po 3 skupine s 5
Zivotinja za oba spola: 1. kontrolna skupinu (n-6/n-3 = 7, bez tretmana fruktozom, CON), 2.
skupina tretirana fruktozom (n-6/n-3 = 7, tretman fruktozom u vodi, 15 % w/v, CON-HF), 3.
skupina tretirana fruktozom (n-6/n-3 ~ 1, 9 % EPA i 11 % DHA u hrani, tretman fruktozom u vodi,
15 % wi/v, DHA-HF). Nutritivni sastav hrane prikazan je u tablici 2.

Tablica 2. Nutritivni sastav pokusne hrane (suha tvar)

Pokusna hrana (%
Hranjiva tvar ukoliko nije drugacije
oznaceno)
Sirova bjelancevina 20,2
Sirova mast 4,9
Sirova vlaknina 4,9
Sirovi pepeo 6,7
Kalcij 1,0
Fosfor 0,8
Lizin 1,2
Metionin 0,4
Metabolicka energija (MJ/kg) 12,5

Razli¢iti omjeri n-6/n-3 u hrani postignuti su mjesavinama lanenog, suncokretova i ribljeg

ulja. Masnokiselinski sastav hrane prikazan je u tablici 3.
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Tablica 3. Masnokiselinski sastav (% od ukupnih masnih kiselina) pokusne hrane

Masne kiseline CON i CON-HF DHA-HF
Palmitinska (C16:0) 7,15 15,20
Stearinska (C18:0) 2,76 4,30
Oleinska (C18:1 n9) 28,97 31,21
Linolna (C18:2 n6) 52,25 26,78
a-Linolenska (C18:3 n3) 7,35 0,87
Eikozapentaenska (C20:5 n3) nd 9,15
Dokozaheksaenska (C22:6 n3) nd 10,98

n-6/n-3 omjer 7,11 1,28

3.3. Uzimanje uzoraka

Nakon 20 tjedana svim Stakorima uskracena je hrana 12 sati prije Zrtvovanja, uz slobodan
pristup vodi. Stakori su prije Zrtvovanja izvagani te im je izmjerena razina glukoze u krvi. Zivotinje
su usmrcene sréanom punkcijom u dubokoj anesteziji, koja je postignuta koktelom anestetika
ketamina 80 mg/kg (Narketan, 100 mg/mL, Vetoquinol, Bern, Switzerland) i ksilazina 12 mg/kg
(Xylapan, 20 mg/mL, Vetoquinol, Bern, Switzerland).

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

zamrznuti na -80 °C do provedbe analiza.
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3.4. Potvrda modela metabolickog sindroma
3.4.1. Odredivanje koncentracije inzulina u serumu

Koncentracija inzulina u serumu odredena je imunokemijskom metodom ELISA (engl.
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay). Primijenjen je komercijalno dostupan ELISA set za inzulin
s antitijelima za $takora (Rat insulin kit ELISA, Mercodia, Upsalla, Svedska). U mikrotitarsku
plo¢ica oblozenu monoklonskim antitijelima specificnima za inzulin dodano je 10 pL
standarda/uzorka. Koncentracije standarda iznosile su 0,148 ug/L, 0,408 ug/L, 1,06 pg/l, 3,09 pg/l,
5,52 pg/L. Zatim je u jazice dodano 100 pL. miSjeg monoklonskog antitijela konjugiranog s HRP-
om (engl. horseradish peroxidase) specifi¢nim za inzulin. Slijedila je inkubacija 120 minuta na
sobnoj temperaturi. Nakon inkubacije mikrotitarska je ploca ispirana Sest puta sa 700 uL. otopine
za ispiranje. Nakon ispiranja u jazice je dodano 200 pl. kromogena i mikrotitarska je ploca
inkubirana 15 minuta na sobnoj temperaturi u mraku. U zadnjem koraku dodano je 50 uL. otopine
za zaustavljanje reakcije. Apsorbancija nastalog produkta ocitana je na 450 nm na spektrofotometru
(Bio-Tek uQuant Universal Microplate Spectrophotometer, SAD). Koncentracija inzulina u
uzorcima izracunata je pomocu bazdarnog pravca standarda poznate koncentracije i izraZzena je u

mU/L.

3.4.2. Homeostatski model procjene inzulinske rezistencije (HOMA-IR)

HOMA-IR modelom procijenjeno je stanje inzulinske rezistencije iz koncentracije glukoze

I inzulina u serumu nataste, prema sljedecoj jednadzbi (25):

HOMA-IR = koncentracija inzulina (mU/L) x koncentracija glukoze (mmol/L) /22,5
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3.4.3. Kvantitativni indeks provjere osjetljivosti na inzulin (QUICKI)

QUICKI indeksom dodatno je provjerena osjetljivost na inzulin prema jednadzbi s

logaritamskom transformacijom koncentracija glukoze i inzulina (26):

QUICKI = 1/log (koncentracija inzulina (WU/mL) x koncentracija glukoze (mg/dL))

3.5. Mjerenje koncentracije glukoze u punoj krvi

Koncentracija glukoze mjerena je jedanput tjedno, nakon 12 sati posta, u uzorku pune krvi iz

repne vene, pomocu glukometra Accu-Chek Go (69).

3.6. Odredivanje koncentracije triacilglicerola i ukupnog kolesterola u
serumu
Koncentracija triacilglicerola i ukupnog kolesterola u serumu S$takora odredena je na
automatskom analizatoru SABA 18 (AMS, Rim, Italija) koriStenjem originalnih reagensa tvrtke

Roche Diagnostics (Roche Diagnostics, Mannheim, Njemacka).

3.6.1. Odredivanje koncentracije triacilglicerola

Koncentracija triacilglicerola u serumu odredena je koloroenzimskom (PAP) metodom.
Metoda se temelji na hidrolizi triacilglicerola na glicerol i masne kiseline uz prisutnost odredenih
enzima. Dobiveni glicerol uz dodatak kromogena prevodi se u obojeni produkt koji se moze mjeriti
spektroforometrijski pri 510 nm. Izmjerena apsorbancija proporcionalna je koncentraciji prisutnog

glicerola, odnosno triacilglicerola, te je izraZena u mmol/L.

3.6.2. Odredivanje koncentracije ukupnog kolesterola

Koncentracija ukupnog kolesterola u serumu odredena je kolorimetrijskom enzimskom

metodom (PAP). Metoda se temelji na hidrolizi esterificiranog kolesterola uz prisutnost enzima,
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pri ¢emu nastaje produkt koji se moze mjeriti spektrofotometrijski pri 510 nm. Koncentracija

ukupnog kolesterola izraZzena je u mmol/L.

3.7. Odredivanje koncentracije malondialdehida u serumu i tkivu jetre

Metoda se temelji na reakciji MDA s tiobarbiturnom kiselinom koja daje crvenu boju i tvori
kompleks reaktivnih supstancija tiobarbiturne kiseline ¢ija se koncentracija odreduje (70).
Koncentracija MDA odredena je u nerazrijedenom serumu i 10 %-tnom homogenatu jetre, koji je

pripremljen od 100 mg tkiva jetre homogeniziranog u 1 mL fosfatnog pufera.

Postupak odredivanja:

1. 150 pL seruma/homogenata jetre/standarda pomijesano je s 50 uL Mili-Q H2O 1 50 uL. 3N
NaOH.

Smjesa je vorteksirana 1 min zatim inkubirana 30 min na 60 °C.

U ohladenu smjesu dodano je 250 pL 6 % H3PO4 1250 uL 0,8 % TBA.

Smjesa je ponovno vorteksirana 1 min zatim inkubirana 45 min na 95 °C.

U ohladenu smjesu dodano je 100 uLL 10% SDS i 600 uL. n-butanola.

Smjesa je vorteksirana 1 min i centrifugirana 10 min na 3000 rpm.

o ok~ w0 N

Nakon odvajanja slojeva gornji sloj n-heksana izdvojen je u novu mikroepruvetu, zatim je 200
uL standarda/uzorka naneseno na mikrotitarsku plocu s 96 mjesta te je apsorbancija ocitana na
spektrofotometru pri 532 nm (Bio-Tek uQuant Universal Microplate Spectrophotometer, SAD).
Koncentracija MDA u uzorcima izracunata je pomoc¢u bazdarnog pravca standarada poznate

koncentracije i izrazena je u pM (71).

3.8. Odredivanje triacilglicerola u tkivu jetre

Koncentracija triacilglicerola u tkivu jetre odredena je spektrofotometrijski pomocu
komercijalno dostupnog reagensa (Free glycerol reagent, Sigma-Aldrich, SAD). U 100 mg tkiva
jetre dodano je 350 uL. 30 % KOH u etanolu te je inkubirano tijekom noc¢i na 55 °C u termobloku
(IKA, Kisker Biotech Gmbh & Co. Kg, Njemacka). Zatim je dodana smjesa otapala etilnog

32



alkohola i vode (EtOH/H20) u omjeru 1:1 do ukupnog volumena od jednog mililitra te
centrifugirana pet minuta na 10000 rpm. Supernatant je izdvojen u novu mikoepruvetu, dodana je
smjesa otapala EtOH/H>0O u omjeru 1:1 do ukupnog volumena od 1,2 mL i vorteksiran jednu
minutu. Ukupno 200 pl. supernatanta izdvojeno je u novu mikoepruvetu uz dodatak 215 puL
magnezijeva klorida (MgCl,). Dobivena smjesa vorteksirana je jednu minutu i ostavljena na ledu
10 minuta. Nakon toga smjesa se ponovno centrifugira pet minuta na 10 000 rpm te se Cisti
supernatant izdvoji u novu mikoepruvetu. U mikrotitarske ploce pipetira se 20 uL vode + 10 uL
standarda koncentracija 0,16, 0,31, 0,63, 1,25, 2,5 mg/mL (Glycerol Standard Solution, Sigma-
Aldrich, SAD) te 30 puL uzorka i doda se 200 pL reagensa. Smjesa je inkubirana 15 minuta na
sobnoj temperaturi. Apsorbancija nastalog produkta ocitana je na 540 nm. Koncentracija
triacilglicerola u uzorcima izraunata je pomocu bazdarnog pravca standarada poznatih

koncentracija.

3.9. Odredivanje koncentracije masnih kiselina u tkivima
3.9.1. Ekstrakcija lipida

Ukupni lipidi iz tkiva jetre i bijelog masnog tkiva ekstrahirani su prema metodi Folcha i

suradnika (72) na sljede¢i naéin:

1. U 1gtkiva dodano je 6,7 mL MeOH s 3 mg/mL BHT i 13,3 mL kloroforma.

2. Smjesa je homogenizirana pomoc¢u ru¢nog homogenizatora (Polytron, Kinematica
GMBH, Luzern, Schweiz) 3 x 10 s i ostavljena na mijesalici 20 min na 230 rpm na
sobnoj temperaturi.

Zatim je dodano 4 mL 0,9 % NacCl.

Smjesa je vorteksirana 1 min te centrifugirana 5 min na 2000 rpm.

Nakon odvajanja slojeva prikupljen je donji sloj kloroforma.

© o~ w

Otapalo je uklonjeno u struji dusika.
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3.9.2. Ekstrakcija fosfolipida

Ukupni lipidi dalje su odvojeni ekstrakcijom na c¢vrstoj fazi na neutralne lipide
(triacilglicerole) i1 polarne lipide (fosfolipide). Za ekstrakciju je koriStena silica na koju je vezan
aminopropil (Supelclean, Supelco, Bellefonte, PA, SAD), uz upotrebu smjese otapala
kloroforma/izopropanola (2:1, v/v) za neutralne lipide i metanola za polarne lipide.

3.9.3. Mietilacija masnih kiselina

Metilni esteri masnih kiselina iz jetrenih triacilglicerola i fosfolipida te iz triacilglicerola i

fosfolipida iz bijelog masnog tkiva dalje su pripremljeni prema sljede¢em protokolu:

10 mg izoliranih lipida otopljeno je u 2 mL n-heksana.

Dodano je 0,2 mL 2 M KOH u metanolu.

Smjesa je vorteksirana 1 min te je dodan 1 g NaH>SO4 monohidrat.
Smjesa je zatim centrifugirana 5 min na 2000 rpm.

o~ w0 N

Nakon odvajanja slojeva metilni esteri masnih Kiselina ekstrahirani su u gornjem sloju

n-heksana i prikupljeni u vijale za GC-MS analizu.

3.9.4. Analiza sastava masnih Kkiselina

Nakon ekstrakcije metiliranih masnih kiselina n-heksanom pripremljeni uzorci analizirani
su metodom plinske kromatografije s masenim detektorom GC-MS (QP2010 Ultra, Shimadzu,
Kyoto, Japan). Za analizu je koriStena BPX70 kapilarna kolona (duzina kolone 30 m, unutarnji
promjer Kolone 0,25 mm i debljina filma stacionarne faze 0,25 um, SGE, Austin, TX, SAD) s
helijem kao plinom nosiocem. Temperatura injektora iznosila je 250 °C, omjer razdvajanja (split)
1:80, volumen injektiranja 1 pL, a brzina protoka helija iznosila je 35 cm/s. Pocetna temperatura
kolone postavljena je na 150 °C. koja je zadrZana 1 minutu, zatim se postupno povecavala brzinom
od 1 °C/min do temperature od 180 °C, uz zadrzavanje temperature 2 minute, nakon cega je
uslijedilo postupno poveéanje do 220 °C brzinom od 5 °C/min.

Molekule su ionizirane pod udarom elektrona od 70 eV, a raspon skeniranja na masenom
selektivnom detektoru bio je 45 — 500 (m/z). Upotrijebljeni su interni standardi: metil-trikozanoat
(C23:0) i 1,2-dinonadekanoil-sn-glicero-3-fosfokolin (19:0 PC).
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Kvantifikacija masnih kiselina provedena je normalizacijom povrSina nakon identifikacije
odijeljenih masnih kiselina uz pomo¢ eksternog standarda (37 component FAME mix i PUFA No3,
Sigma-Aldrich, SAD) (slika 7). Sastav masnih kiselina ispitivanih lipida izrazen je kao % od

ukupnih masnih Kiselina (slika 8).
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Slika 7. Kromatogram standarda 37 Component FAME mix (Supelco, Bellfonte, PA, USA)
upotrijebljen za identifikaciju masnih kiselina
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Slika 8. Reprezentativni kromatogram masnih kiselina sadrzanih u tkivu jetre
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3.10. Odredivanje ekspresije gena u tkivima

3.10.1. lzdvajanje ukupne RNA

Za izdvajanje ukupne RNA iz tkiva jetre i bijelog masnog tkiva koriSten je komercijalno
dostupni komplet za izolaciju (SV Total RNA Isolation System, Promega®, SAD) prema uputama

proizvodaca.

Koncentracija i Cisto¢a ukupne izdvojene RNA odredena je analizom na spektrofotometru
BioDrop pL ITE (BioDrop, Cambridge, Ujedinjeno Kraljevstvo). Cisto¢a izdvojene RNA

odredena je pomoc¢u omjera apsorbancija valnih duzina 260/280 nm.

3.10.2. Lancana reakcija polimerazom u stvarnom vremenu (RT-qPCR)

Pripremljena razrjedenja RNA (50 pg) podvrgnuta su reverznoj transkripciji i
kvantitativnom PCR-u u jednom koraku koriste¢i se One-Step TB Green PrimeScript RT-PCR
setom Il (TaKaRa Bio Inc. Shiga, Japan). Reakcijom RT-qPCR analizirana je ekspresija gena od

interesa ¢ije su pocetnice prikazane u tablici 4.

U svakoj RT-qPCR reakciji, ukupnog volumena 20 pL, upotrijebljeno je:

2X One Step TB Green RT-PCR pufer 4 (V =10,0 uL)
PrimeScript 1 step enzim Mix 2 (V =0,8 pL)

pocetnice za oba ispitivana gena (V = 0,8 uL)

sterilna destilirana voda (RNAse free water) (V = 5,2 uL)
ROX referentna boja (V =0,4 uL)

RNA (V=2 L)

o gk~ w D E
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Tablica 4.

Pocetnice ispitivanih gena od interesa
Gen Sekvenca 5" - 3' Enzim
rgfp | FiAATACG TCAGACATTCGGGAAGCA || ey
g R: TCA ATG TAC AGC TGC CGT AC
Tt F: ACT GAA CTT CGG GGT GAT TG NE
R: GCT TGG TGG TTT GCT ACG AC
6 F: TGA TGG ATG CTT CCA AAC TG L6
R: GAG CAT TGG AAG TTG GGG TA
F: CAC ATC CAG ACA GAC ACC AGT
Nfe212 R: CTA CAA ATG GGA ATG TCT CTG C NRF 2
F: GAG GAG AGA GAA ACC GGT CC
Chop R: TCA GTC AGC CAA GCT AGG GA CHOP
Fadsl F: TGG AGA GCA ACT GGT TTG TG 5D
R: GTT GAA GGC TGA CTG GTG AA
o F: TGT CCA CAA GTT TGT CAT TGG o
R: ACA CGT GCA GGC TCT TTA TG
o1 F: ACA TTC AAT CTC GGG AGA ACA oD
R: CCA TGC AGT CGA TGA AGA AC
ot F: TGA AGG CTG TGG TGA TGG AT -
R: CCG TAG TGG TGG AGG TTG GA
o F: AAG CCC TTG GGA GTC AAA GT CAS
R: TAG ACG TCA GCA CGA TG
F: TGC CTC TAT GTG GTG TCC AA
Cpt-1a R: GGC TTG TCT CAA GTG CTT CC CPTL
F: GTT GAT CAC GCA CAT CTT GGA
Srebp-1¢ | o TCG TTC AGA ATC AAG TTC TCA ATT TC || SREBP-1¢
. F: GAC AAG GCC TCA GGA TAC CA PAR
par-a R: GTC TTC TCA GCC ATG CAC AA a
feaktin F: ACT ATT GGC AAC GAG CGG TT B-akin
R: TGT CAG CAA TGC CTG GGT ACA
cidtofifin | F1CTTCTT GCT GGT CTT GCCATTCCT || oy i

R: GGATGG CAAGCATGT GGT CTT TG
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Za izvodenje lancane reakcije polimerazom u stvarnom vremenu koriSten je uredaj

Stratagene MxPro3005 (Agilent Technologies, SAD i Kanada), a reakcija se zbivala prema

uvjetima navedenim u tablici 5.

Tablica 5. Uvjeti RT-qPCR reakcija

Temperatura / °C Trajanje ciklusa /s Broj ciklusa
42 300 1
Reverzna transkripcija

95 10 1

95 5 40

PCR reakcija 60 40 40
72 60 40

95 60 1

Protokol disocijacije 55 30 1
95 30 1

Sve Ct-vrijednosti dobivene u kvantitativnoj PCR reakciji

upotrijebljene su za

izraCunavanje relativne promjene ekspresije cDNA gena od interesa pokusnih skupina u odnosu na

kontrolnu skupinu. Metodom AACt (2"22<) analizirana je i kvantificirana ekspresija gena, prema

genu za normalizaciju (engl. housekeeping gene, f-aktinu i ciklofilinu), te je pomoéu AACt-

vrijednosti izracunat faktor promjene ekspresije gena (engl. fold change). Ekspresija je izraCunata

prema formuli:

K — kontrolna skupina; P — pokusna skupina

AACt = (CT ciljni gen P— CT gen za normalizaciju P) - (CT ciljni gen K- CT gen za normalizaciju K)
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Pomocu izratunate AACt-vrijednosti izraCunati je faktor promjene (engl. fold change)

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

Relativna promjena = 2"44¢t

Dobiveni broj oznacuje koliko je puta ekspresija mRNA gena od interesa pokusne skupine

veca ili manja u odnosu na kontrolnu skupinu.

3.11. Izdvajanje proteina i odredivanje njihove koncentracije u tkivima

Za izolaciju ukupnih proteina iz tkiva izvagano je 200 mg tkiva jetre ili bijelog masnog tkiva i
dodano 1 mL RIPA pufera (Ripa Lysis Buffer 10x, Milipore, Merck, SAD) s inhibitorima proteaza
(SigmaFast Protease Inhibitor Coctail Tablets, Sigma-Aldrich, SAD). Tkivo je homogenizirano tri
puta po 10 s pomocu ruénog homogenizatora (IKA, Kisker Biotech Gmbh & Co. Kg, Njemacka) i
zatim sonicirano tri puta po 10 s pomocu ultrazvuénog homogenizatora (Qsonica Q55A Sonicator,
Ultrasonic Homogenizer, SAD). Na ovaj je nacin prekinut kontinuitet stanicne membrane i
oslobodeni su proteini koji su pohranjeni na -80 °C.

Koncentracija ukupnih proteina u lizatu jetre i bijelom masnom tkivu odredena je BCA
metodom (Bicinchoninic Acid Kit for Protein Determination, Sigma-Aldrich, SAD). Metoda se
temelji na redukciji iona bakra (Cu?" u Cu*) u luznatom mediju, pomoéu reagensa koji sadrzava
bicinkoninsku kiselinu (engl. Bicinchoninic acid, BCA), pri ¢emu nastaje ljubicasti produkt ¢iji se
intenzitet odreduje spektrofotometrijski na 562 nm 1 proporcionalan je koncentraciji proteina u
uzorku. Kao standard za izradu kalibracijske krivulje koriSten je govedi serumski albumin (engl.
bovine serum albumin, BSA) u koncentracijama od 31,25, 62,5, 125, 250, 500, 1000 pg/mL, koje
su dobivene serijskim razrjedivanjem mati¢ne otopine koncentracije 1000 pg/mL (Protien
Standard, Sigma-Aldrich, SAD).

Standard/uzorak (25 pL ) naneseni su u duplikatu na mikrotitarsku ploc¢u s 96 mjesta, dodano
je 200 uL BCA radnog reagensa te je inkubirano 30 minuta na 37 °C. Apsorbancija nastalog
produkta ocitana je na 562 nm na spektrofotometru (Bio-Tek uQuant Universal Microplate
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Spectrophotometer, SAD). Iz apsorbancije uzoraka uz kalibracijsku krivulju odredena je
koncentracija proteina u uzorcima i izraZzena je u mikrogramima po mikrolitru (pug/pL ).

Uzorci su razrijedeni na 10 ug/ul. dodatkom koncentriranog pufera za nanoSenje uzoraka (2x
Leammli Sample Buffer, Bio-Rad, SAD). Uzorci su grijani pet minuta na 95 °C kako bi se

pospjesila denaturacija te su zatim pohranjeni na -80 °C do analize.

3.12. Western blot analiza

3.12.1. Elektroforeza u poliakrilamidnom gelu u uvjetima denaturacije

Proteini iz lizata tkiva jetre i bijelog masnog tkiva razdvojeni su na temelju molekulske
mase koriste¢i okomitu diskontinuiranu elektroforezu u poliakrilamidnom gelu u denaturiraju¢im
uvjetima (engl. sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Za
razdvajanje proteina koristen je gradijentni gel gustoce 4 — 15 % (BioRad, SAD).

Volumen uzorka koji se nanosio na gel za elektroforezu odgovarao je koncentraciji proteina
od 50 pg. Elektroforeza se provodila u puferu za elektroforezu (25 mM Tris, 192 mM glicin, 0,1
%-tna otopina SDS-a, pH 8,3) uz napon od 110 volti tijekom 65 minuta. Kao standard za
odredivanje molekulske mase proteina koristen je Precison Plus Protein Standards Dual Color

(BioRad, SAD), koji na gelu daje 10 obojenih proteinskih vrpci u rasponu od 10 do 250 kDa.

3.12.2. Prijenos proteina iz gela na membranu

Nakon razdvajanja proteina SDS-PAGE metodom razdvojene su vrpce prenesene na
nitroceluloznu membranu kako bi se omogucila specifi¢na detekcija razdvojenih proteina. Prijenos
proteina na membranu izveden je koriste¢i uredaj za elektroprijenos proteina Trans-Blot Turbo
(Bio-Rad, SAD) i komercijalni kit za prijenos (Trans-Blot Turbo RTA Transfer Kit, Bio-Rad,
SAD) pri naponu struje od 13 volti tijekom sedam minuta. Provjera uspjesnosti prijenosa proteina
na membranu uéinjena je bojenjem ostatnih proteina na gelu 0,1 %-tnom otopinom Coomassie
plavila R-250 u smjesi 40 %-tnog metanola i 10 %-tne octene kiseline. Gelovi su nakon bojenja

vizualno pregledani.
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Nakon ucinjenog prijenosa na membranu membrana je blokirana u puferu za blokiranje
(Immobilone Block — CH, Merck, SAD) tijekom 30 minuta. Time je onemoguceno nespecificno

vezanje antitijela u sljede¢im koracima analize.

3.12.3. Detekcija razdvojenih proteina

Membrana je zatim inkubirana tijekom no¢i na 4 °C sa specifiénim primarnim antitijelima
za ciljne proteine kako slijedi:

e Zadetekciju NRF 2 koriStena su anti-NRF 2 misja monoklonska antitijela (Abcam, SAD)
(razrjedenje 1:1000 u puferu za blokiranje).

e Za detekciju 4-HNE koristena su anti-4-HNE kozja poliklonska antitijela (BioRad, SAD)
(razrjedenje 1:1000 u puferu za blokiranje).

e Za detekciju CD-36 koristena su anti-CD-36 miSja monoklonska antitijela (Santa Cruz
Biotechnology, SAD) (razrjedenje 1:1000 u puferu za blokiranje).

e Za detekciju L-FABP koristena su anti-L-FABP mis§ja monoklonska antitijela (Santa Cruz
Biotechnology, SAD) (razrjedenje 1:1000 u puferu za blokiranje).

e Za detekciju adiponektina koriStena su anti-adiponektin zecja monoklonska antitijela

(Abcam, SAD) (razrjedenje 1:1000 u puferu za blokiranje).

Nakon inkubacije s primarnim antitijelom membrana se ispirala tri puta po pet minuta
puferom za ispiranje (25 mM Tris, 150 mM NacCl, 0,05 %-tni Tween20 pH 7,6, u ultracistoj vodi).
Membrana je zatim inkubirana 60 minuta koriste¢i se sekundarnim antitijelom obiljezenim
peroksidazom iz hrena, koje se veZze za epitope primarnih antitijela. KoriStena su sljedeca

sekundarna antitijela:

e Zadetekciju mi$jih antitijela (pri analizi ekspresije NRF 2, CD-36, L-FABP) upotrijebljena
su m-IgGkBP-HRP obiljezena antitijela iz seruma miSa (Mouse IgGxk light chain binding
protein (m-IgGkBP) conjugated to horseradishperoxidase (HRP) Santa Cruz
Biotechnology, SAD) (razrjedenje 1:2000 u puferu za blokiranje).
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e Za detekciju ze¢jih antitijela (pri analizi ekspresije adiponektina) upotrijebljena su
obiljeZena antitijela iz seruma miSa (mouse anti-rabbit IgG-HRP, Santa Cruz
Biotechnology, SAD) (razrjedenje 1:2000 u puferu za blokiranje).

e Za detekciju kozjih antitijela (kod analize ekspresije 4-HNE) upotrijebljena su obiljeZena
antitijela iz seruma majmuna (donkey anti-goat 1gG-HRP, Santa Cruz Biotechnology,
SAD) (razrjedenje 1:2000 u puferu za blokiranje).

Nakon zavrSetka inkubacije sa sekundarnim antitijelima membrana je ispirana puferom za
ispiranje (tri puta po pet minuta), a prikaz proteinskih vrpci postignut je inkubacijom membrane
tijekom dvije minute u mraku s komercijalno dostupnim reagensom za kemiluminescenciju
(Western Blotting Luminol Reagent, Santa Cruz Biotechnology, SAD). Enzim u prisutnosti
kemiluminescentog supstrata emitira svjetlo, §to omogucéuje prikaz proteinskih vrpci (tamne pruge)
pomocu uredaja za detekciju (LI-COR Bioscience, Njemacka).

U svrhu dobivanja polukvantitativnog rezultata provedeno je denzitometrijsko mjerenje
razdvojenih vrpci. Nakon denzitometrijskog mjerenja membrane su inkubirane 15 minuta na 37 °C
u puferu za skidanje (Restore Western Blot Stripping Buffer, Thermo Fisher Scientific, SAD) kako
bi se uklonila antitijela vezana u prvom koraku. Naknadno su membrane inkubirane s anti-aktin
misjim monoklonskim antitijelom iz pti¢jeg zeluca (B-Actin (C4); Santa Cruz Biotechnology,
SAD) (razrjedenje 1:2000 u puferu za blokiranje) za detekciju B-aktina istovjetnom metodom.

Rezultati denzitometrijske analize dobivenih vrpci izrazeni su u relativnim

denzitometrijskim jedinicama.

3.13. Statisti¢ka analiza

Podaci su obradeni u racunalnom statistickom programu GraphPad Prism 9. Normalnost
distribucije podataka provjerena je Shapiro-Wilksovim testom. Rezultati su prikazani kao srednja
vrijednost + standardna devijacija (SV£SD). ANOVA i posthoc Tukeyev test primijenjeni su kako
bi se utvrdile statisticke razlike izmedu srednjih vrijednosti skupina. Razlike su smatrane statisticki

znacajnima ako je P < 0,05.
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4. REZULTATI



4.1. Uspostava i potvrda modela metabolickog sindroma

Jedan od ciljeva ovog rada bio je razviti Zivotinjski model metaboli¢kog sindroma prikladan za
procjenu ucinka dokozaheksaenske (DHA) i eikozapentaenske (EPA) masne kiseline na
metabolizam lipida, upalne procese i oksidacijski stres. Model je uspostavljen primjenom 15 %-
tne otopine fruktoze u vodi za pi¢e uz istodobnu primjenu hranidbenih tretmana s razli¢itim
omjerima n-6/n-3 masnih kiselina (7:1 i 1:1). Rezultati nakon 20 tjedana hranidbenog tretmana
upucuju na uspjesSnu uspostavu modela metaboli¢kog sindroma. Izmedu skupina nije zabiljezena
znacajna razlika u tjelesnoj masi niti u koncentraciji glukoze nataste (slika 9), $to je u skladu s
¢injenicom da fruktoza primarno naruSava inzulinsku osjetljivost, a ne nuzno i ukupnu tjelesnu

masu.
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Slika 9. Utjecaj hranidbenog tretmana na tjelesnu masu (A) i koncentraciju glukoze u serumu (B).

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 7,

DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1.

Mjerenje inzulinske rezistencije pokazalo je da su Zivotinje u skupini s visokim unosom
fruktoze (CON-HF) i prehranom obogacenom DHA/EPA-om (DHA-HF) imale znacajno povecane
vrijednosti indeksa HOMA-IR (P < 0,01) te snizene vrijednosti indeksa QUICKI u usporedbi s
kontrolnom skupinom (P < 0,01, slika 10). Ovaj uc¢inak bio je izrazeniji u muzjaka nego u zenki,

Sto upucuje na spolno specifi¢ne razlike u odgovoru na prehranu bogatu fruktozom. Takav obrazac
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odgovara klinickim obiljezjima metabolickog sindroma u ljudi, gdje se Cesto biljezi spolna
dimenzija u prevalenciji i manifestaciji bolesti.

Prehrana oboga¢ena DHA/EPA-om (DHA-HF) pokazala je trend laganog smanjenja
vrijednosti HOMA-IR i povec¢anja indeksa QUICKI u odnosu na skupinu CON-HF, pri ¢emu je
pozitivan uc¢inak tretmana zabiljezen u oba spola. Ovi nalazi sugeriraju da dodatak DHA/EPA-e
moze djelovati protektivno u prevenciji razvoja inzulinske rezistencije izazvane ViSOKim unosom

fruktoze, ¢ime potvrduje svoj potencijal u prevenciji metabolickih poremecaja.
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Slika 10. Osjetljivost na inzulin prikazana kao HOMA-IR i QUICKI indeks.
CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 7,
DHA-HF pokusha skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =1
Rezultati su prikazani kao SV + SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P

< 0,01 za CON-HF i DHA-HF skupinu u odnosu na CON skupinu.
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4.2. U¢inak dodataka DHA i EPA-e na metabolizam lipida

4.2.1. Koncentracija triacilglicerola i kolesterola u serumu i jetri

Eksperimentalni model metaboli¢kog sindroma u muzjaka i kod Zenki (CON-HF) doveo je
do znacajnog porasta koncentracije triacilglicerola (P < 0,01, slika 11 A) i ukupnog kolesterola (P
< 0,01, slika 11 B) u usporedbi s kontrolnom skupinom. Obogacivanje hrane DHA-om i EPA-om
u skupini DHA-HF u Zenki i muzjaka dovelo je do statisti¢ki znac¢ajnog smanjenja vrijednosti
triacilglicerola i ukupnog kolesterola u odnosu na skupinu CON-HF (P < 0,01, P < 0,01).
Vrijednosti triacilglicerola 1 ukupnog kolesterola u skupinama hranjenima hranom oboga¢enom
DHA-om i EPA-om (DHA- HF muzjaci i zenke) smanjene su na razinu vrijednosti kontrolne
skupine (CON muzjaci, CON zenke). To upucuje na potencijalno zastitno djelovanje n-3 masnih

kiselina, a ucinci su vidljivi u oba spola.
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Slika 11. Utjecaj hranidbenog tretmana na koncentraciju triacilglicerola (A) i ukupnog

kolesterola (B) u serumu.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani kao
SV + SD. Statistic¢ki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 za CON-HF i
DHA-HF skupinu u odnosu na CON skupinu i ## p < 0,01 za DHA-HF skupinu u odnosu na CON-HF skupinu.
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Utjecaj eksperimentalnog modela metabolickog sindroma (CON-HF) vidljiv je kroz
statistiCki znacajno povecanje koncentracije triacilglicerola u tkivu jetre u odnosu na kontrolnu
skupinu (CON) u muzjaka i kod Zenki (P < 0,01, P < 0,05, slika 12).

Dodatak DHA i EPA-¢ nije u potpunosti sprije¢io povecéanje triaciglicerola u jetri, no
vidljivo je znacajno smanjenje njihove koncentracije u usporedbi sa skupinom CON-HF.

Smanjenje je osobito izrazeno u Zenki DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF (P < 0,05).

Triacilglicerol u jetri
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Slika 12. Utjecaj hranidbenog tretmana na koncentraciju triacilglicerola u tkivu jetre.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1 Rezultati su prikazani kao
SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 za CON-HF i
DHA-HF skupinu u odnosu na CON skupinu i # P < 0,05 za DHA-HF skupinu u odnosu na CON-HF skupinu.

4.2.2. Sastav masnih kiselina u tkivima

Toplinska mapa (slika 13) prikazuje promjene u sastavu masnih Kkiselina u jetri i bijelom
masnom tkivu (WAT) muZzjaka i Zenki, s fokusom na promjene uzrokovane dodatkom 15 %
fruktoze u vodi za pi¢e (CON-HF vs. CON) i njezinom modulacijom dodatkom DHA i EPA-e

(DHA-HF vs. CON). Boje oznafavaju smjer promjena: crveno — porast, plavo — smanjenje, a X

oznacava nedostatak znacajnosti.
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U jetri i masnom tkivu skupina DHA-HF pokazuje znacajan porast (crveno) sadrzaja n-3
PUFA, posebno C22:6n3 (DHA) i C20:5n3 (EPA), potvrdujuci uspjesnu inkorporaciju DHA u
membrane. Ova je promjena prisutna u oba spola i u oba tkiva, s izraZenijim u¢inkom u perifernom
masnom tkivu Zenki.

Dodatak HF-a u vodu za pice povecava udio n-6 PUFA C18:2n6 (LA) i C20:4n6 (ARA),
dok suplementacija DHA i EPA-e to znacajno smanjuje (plavo), ¢ime se poboljsava n-6/n-3 omjer,
koji je klju¢an za regulaciju upale i homeostaze. Posebno je vidljivo smanjenje arahidonske kiseline
u jetri muzjaka i1 Zzenki.

U skupini CON-HF vidljiv je porast mononezasi¢enih masnih kiselina (npr. C18:1n9 i
C16:1n7), sto se povezuje s aktivacijom de novo lipogeneze pod utjecajem fruktoze i aktivnosti
enzima SCD-1. DHA-HF skupina pokazuje smanjenje MUFA-e, osobito u jetri muzjaka, §to
upucuje na inhibiciju aktivnosti SCD-1. Zasi¢ene masne kiseline ne pokazuju zna¢ajan odgovor na
dodatak DHA/EPA-e.

Poveéanje omjera EPA/ARA-e (crveno) u skupini DHA-HF upuéuje povratak protuupalne

ravnoteze u lipidnim medijatorima.
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Slika 13. Utjecaj tretmana na profil masnih kiselina jetrenih fosfolipida i ukupnih lipida u tkivu

jetre i bijelom masnom tkivu.
CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 7,

DHA-HF pokusnha skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =1
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U jetri je u skupini CON-HF doslo do znacajnog porasta MUFA-e, posebice u zenki, i to u
frakciji ukupnih lipida u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,05). Dodatak DHA/EPA-e rezultirao
je smanjenjem MUFA-¢, osobito u Zenki u frakciji ukupnih lipida i fosfolipida u jetri u odnosu na
skupinu CON-HF (P < 0,05). U bijelom masnom tkivu visokofruktozna hrana (P < 0,01 muzjaci,
P < 0,005 zenke) i dodatak DHA i EPA-e (P < 0,005) doveli su do znac¢ajnog pove¢anja MUFA-e

u oba spola, §to moze upuéivati na povecano skladistenje lipida u ovom tkivu (slika 14).
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Slika 14. Utjecaj hranidbenog tretmana na koncentraciju MUFA-e u jetri i bijelom masnom
tkivu.
CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani kao
SV + SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 ili *** P < 0,005
za skupine CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu
CON-HF.
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Alfa-linolenska kiselina (ALA) u jetri je niza u ekspremintalnim skupinama u oba spola (P
<0,05). U masnom tkivu najveci udjeli ALA-e zabiljeZeni su u kontrolnoj skupini CON. Uvodenje
DHA i EPA-¢ rezultira zna¢ajnim smanjenjem ALA-e i U muzjaka (P < 0,01) i u Zenki (P < 0,05)
u odnosu i na skupine CON i CON-HF (slika 15).
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Slika 15. Utjecaj hranidbenog tretmana na koncentraciju alfa-linolenske kiseline u jetri i

bijelom masnom tkivu.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 za skupine
CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

Na slici 16 koncentracija eikozapentaenske kisline u jetri znac¢ajno je povecana u skupini
DHA-HF u oba spola (P < 0,05 muzjaci, P <0,05 Zenke). Povecanje je vidljivo u ukupnim lipidima
1 u fosfolipidima. Eikozapentaenska kiselina u masnom tkivu op€enito je niska u svim skupinama,

no postoji blago povecanje u skupini DHA-HF, u oba spola (P < 0,05).
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Slika 16. Utjecaj hranidbenog tretmana na koncentraciju eikozapentaenske kiseline u jetri i

bijelom masnom tkivu.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 za skupine
CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 ili ## P < 0,01 za skupinu DHA-HF u odnosu na
skupinu CON-HF.

Na slici 17 prikazani su rezultati koncentracije DHA u jetri i bijelom masnom tkivu.
Dodatak DHA/EPA-e uz HF hranu znacajno poveéava razinu DHA u usporedbi s kontrolnom
skupinom (P < 0,01 muzjaci, P < 0,05 Zenke) i CON-HF skupinom (P < 0,05 muZzjaci, P < 0,01
zenke). U masnom je tkivu koncentracija DHA vrlo mala, ali postoji zna€ajno povecanje u skupini

DHA-HF u odnosu na kontrolnu skupinu u oba spola (P < 0,05).
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Slika 17. Utjecaj hranidbenog tretmana na koncentraciju dokozaheksaenske masne kiseline u
jetri i bijelom masnom tkivu.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 za skupine
CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 ili ## P < 0,01 ili ### P < 0,005 za skupinu DHA-HF
u odnosu na skupinu CON-HF.

U jetri su koncentracije linolne kiseline uglavnom bez znacajnih razlika medu tretmanima,
u oba spola (slika 18). U masnom tkivu prisutne su znacajne razlike i u muzjaka (P <0,01) i u zenki
(P < 0,05), i to u skupini CON-HF koja pokazuje pad LA u odnosu na kontrolnu skupinu, dok

dodatak n-3 masnih kiselina dodatno smanjuje razinu LA u odnosu na skupinu CON-HF, posebice

u muzjaka (P <0,05).
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Slika 18. Utjecaj hranidbenog tretmana na koncentraciju linolne kiseline u jetri i bijelom

masnom tkivu.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV + SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 ili *** P <
0,005 za skupine CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 za skupinu DHA-HF u odnosu na
skupinu CON-HF.

Dodatak n-3 masnih kiselina znacajno smanjuje koncentraciju arahidonske kiselina u jetri,
i to u oba spola, i u odnosu na skupinu CON (P < 0,01) i u odnosu na skupinu CON-HF (P < 0,01
muzjaci, P < 0,05 Zenke). U fosfolipidima jetre takoder je vidljivo znacajno smanjenje u oba spola
I U obje eksperimentalne skupine, posebice nakon dodatka DHA i EPA-e u odnosu na skupinu CON
(P < 0,005 muzjaci, P < 0,01 zenke). U masnom tkivu koncentracija je niska u svim skupinama, ali
se primjecuje 1 trend smanjenja koncentracije nakon HF 1 DHA/EPA tretmana u odnosu na

kontrolnu skupinu (P < 0,05) (slika 19).
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Slika 19. Utjecaj hranidbenog tretmana na koncentraciju arahidonske kiseline u jetri i bijelom

masnom tkivu.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 ili *** P <
0,005 za skupine CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 ili ## P < 0,01 ### P < 0,005 za
skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

U jetri dodatak fruktoze u vodi znacajno snizava omjer EPA/ARA-e u odnosu na kontrolnu
skupinu u zenki (P < 0,05). Skupina s dodatkom DHA pokazuje znafajno povecanje omjera
EPA/ARA-e u odnosu na skupinu CON-HF (P < 0,01 muzjaci, P < 0,05 Zenke) i skupinu CON (P
< 0,01 muzjaci, P < 0,05 zenke) (slika 20).
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Slika 20. Utjecaj hranidbenog tretmana na omjer EPA/ARA u jetri.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 za skupine
CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 ili ## P < 0,01 za skupinu DHA-HF u odnosu na
skupinu CON-HF.

4.2.3. Ekspresija lipogenih gena i proteina te gena povezanih s g-oksidacijom

Ekspresija transkripcijskog faktora Srebp-1c u jetri muZjaka i zenki nakon razli¢itih
hranidbenih tretmana prikazana je na slici 21. U muzjaka nije uocena statisti¢ki znacajna razlika
medu ispitivanim skupinama. U skupini koja je primala hranu s dodatkom fruktoze (CON-HF)
zabiljezena je tendencija povecanja ekspresije u odnosu na kontrolnu skupinu (CON), dok je
dodatak DHA u prehrani (DHA-HF) pokazao blagu tendenciju vrac¢anja na vriiednosti kontrolne

skupine, ali bez postizanja znacajnosti.

Nasuprot tome, u Zenki je uocena jasna razlika medu skupinama. Fruktoza je znacajno

povecala ekspresiju Srebp-1c u odnosu na kontrolu skupinu (P < 0,05). Medutim, suplementacija
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DHA uz fruktozu (DHA-HF) dovela je do znacajnog smanjenja ekspresije u odnosu na skupinu

CON-HF (P < 0,05), pri ¢emu su vrijednosti bile usporedive s kontrolnom skupinom.
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Slika 21. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju transkripcijskog faktora Srebp-1c.
CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 za skupine CON-HF i DHA-
HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

U skladu s povecanom razinom triacilglicerola u serumu 1 povecanom ekspresijom
transkripcijskog faktora Srebp-1c u tkivu jetre, dodatak 15 % fruktoze u vodi takoder je znacajno
povecao ekspresiju gena koji kodiraju kljuéne enzime ukljucene u sintezu masnih kiselina (Accl,
Fasn, P < 0,05). Nasuprot tome hrana s dodatkom DHA pokazuje tendenciju smanjivanja
ekspresije navedenih gena, posebice u zenki (P < 0,01 za Accl i Fasn), §to upucuje na djelomic¢nu

normalizaciju lipogenog odgovora (slika 22A i 22B)

57



A Accl B Fasn

< <
o 5- & 10-
£ £ HH
. © 8- *k ——
= =
Q L 6+
o o
2 £ 44
(D) (D)
8 8
> E
< 8 od
a ¢ K DK K T oS S
S SIS FSF X
MuZjaci Zenke Muzjaci Zenke

Slika 22. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju gena Accl (A) i Fasn (B).

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti ** P < 0,01 za skupine CON-HF i
DHA-HF u odnosu na skupinu CON i ## P < 0,01 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

U oba spola dodatak fruktoze izaziva snazno povecanje ekspresije Scdl (P < 0,01 za oba
spola u jetri), dok je u skipini DHA-HF espresija znac¢ajno smanjena u odnosu na skupinu CON-
HF (P < 0,01 muzjaci). U bijelom masnom tkivu obrazac je vrlo sli¢an onome u jetri, fruktoza
snazno inducira Scdl (P <0,01), dok dodatak DHA/EPA-e ublazava taj porast (P < 0,05 muzjaci,
P < 0,01 Zenke) u odnosu na skupinu CON-HF (slika 23A i 23B).
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Slika 23. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju gena Scdl u jetri (A) i bijelom masnom
tkivu (B).

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05, ** P < 0,01 za skupine

CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05, ## P < 0,01 za skupinu DHA-HF u odnosu na
skupinu CON-HF.

Ekspresija gena Fadsl i Fads2, koji kodiraju za A5 i A6 desaturaze, nije se znacajno
promijenila u eksperimentalnim skupinama u odnosu na kontrolnu skupinu (slika 24A i 24B).
Vidljiva je tendencija smanjenja ekspresije i Fadsl i Fads2 u skupini CON-HF u odnosu na
kontrolnu, te poveéanje ekspresije u skupini DHA-HF za oba spola i oba gena, na vrijednosti

sliénim kontrolnima.
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Slika 24. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju gena Fadsl (A) i Fads2 (B).

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani kao

SV + SD. Statisticki znacajna razlika nije utvrdena izmedu ispitivanih skupina.

U prilog tome, ekspresija proteina A6 desaturaze, ispitana metodom Western blot, takoder
se nije znacajno promijenila u ispitivanim skupina, ali postoji slican obrazac, posebice u zenki
(slika 25). Rezultati pokazuju da ni hrana bogata fruktozom ni suplementacija DHA ne utjecu

znacajno na ekspresiju navedenih gena 1 proteina ukljucenih u desaturaciju masnih kiselina.
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'€ 1.0
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Slika 25. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju proteina A6D.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani kao

SV £ SD. Statisticki znacajna razlika nije utvrdena izmedu ispitivanih skupina.
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Ekspresija transmembranskog proteina CD-36, pod utjecajem hranidbenog tretmana,
znacajno se promijenila u muzjaka u ispitivanim skupina (P <0,05) u odnosu na CON, dok u zenki
nije bilo statisti¢ki znac¢ajne razlike izmedu skupina (slika 26). U muzjaka je dodatak DHA smanjio
ekspresiju CD-36 u odnosnu na obje kontrolne skupine, dovodeéi vrijednosti ispod razina
zabiljezenih u skupini tretiranoj fruktozom (P < 0,005), a ujedno i ispod kontrolnih vrijednosti (P
< 0,05). U zenki u skupini DHA-HF vidljiva je tendencija smanjenja ekspresije CD-36 u odnosu
na skupine CON i CON-HF.
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_ MuzZjaci &
B-aKUN o s — —— S — E 1.07
a
CON CON-HF DHA-HF E 0-7
I 1 I 1 I 1 v 004
- = - - '
Cb-36 - =-. o :l Zenke Ooif‘vx\“ ooeex\((v’g(
B-OKUN sy s e S S S S S SRR SR
MuZjaci Zenke

Slika 26. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju proteina CD-36.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 za skupine CON-HF i DHA-
HF u odnosu na skupinu CON i ### P < 0,005 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

Na slici 27 prikazana je relativna ekspresija gena Ppar-a i njegova ciljnog gena Cpt-1a u
jetri muzjaka 1 Zenki nakon razli¢itih hranidbenih tretmana. U muZjaka nema znac¢ajnih promjena
u ispitivanim skupinama, dok je u Zenki primjena fruktoze (CON-HF) dovela do znacajnog
smanjenja ekspresije Ppar-a u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,01). U skupini koja je, uz
fruktozu, primala i DHA i EPA (DHA-HF), zabiljeZeno je znacajno povecanje ekspresije obaju
gena (Ppar-a i Cpt-la—P < 0,01) u odnosu na skupinu CON-HF, pri ¢emu su vrijednosti pribliZzene

onima u kontrolnoj skupini.
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Slika 27. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju transkripcijskog faktora Ppar-o (A) i
Cpt-1a (B) u tkivu jetre.
CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani

kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 i ** P < 0,01 za skupine
CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i ## P < 0,01 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

U muzjaka je primjena fruktoze (CON-HF) dovela do povecanja ekspresije L-FABP-a u
odnosu na kontrolnu skupinu, ali ta promjena nije bila statisticki znacajna. U skupini koja je
primala fruktozu uz dodatak DHA (DHA-HF), vrijednost L-FABP-a ostala je na sli¢noj razini kao
u skupini CON-HEF, sto pokazuje da dodatak DHA nije imao znacajan u¢inak na ekspresiju ovoga
proteina kod muZjaka. Medutim u Zenki je primjena fruktoze (CON-HF) takoder dovela do
povecanja ekspresije L-FABP-a u odnosu na kontrolnu skupinu. U skupini koja je uz fruktozu
primala DHA (DHA-HF), ekspresija L-FABP bila je znacajno smanjena u odnosu na skupinu
CON-HF (P < 0,01), vra¢aju¢i vrijednosti blize onima u kontrolnoj skupini (slika 28).

Ovi rezultati upucuju na to da fruktoza poti¢e povecanje ekspresije L-FABP-a, osobito u
zenki, dok je dodatak DHA pokazao supresivni u¢inak na ekspresiju ovog proteina samo u Zenki.

U muzjaka DHA nema znacajan utjecaj. UoCene razlike izmedu muZjaka 1 Zenki naglasavaju
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postojanje spolno specificnih mehanizama regulacije metabolizma masnih kiselina putem puta L-

FABP.
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Slika 28. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju proteina L-FABP

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =
7, DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su
prikazani kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti ## P < 0,01 za
skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

4.3. Ucinak dodataka DHA i EPA-e na oksidacijski i upalni odgovor

4.3.1. Markeri lipidne peroksidacije i oksidacijskog stresa

Kao marker oksidacijskog stresa analizirana je koncentracija malondialdehida (MDA) u
serumu i u tkivu jetre (slika 29A i1 29B). U skupini CON-HF zabiljeZen je znacajan porast MDA u
serumu u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,01), pri ¢emu je u¢inak bio prisutan u oba spola.
Suplementacija DHA/EPA (DHA-HF) znaéajno je smanjila koncentraciju MDA u serumu u
muzjaka i Zenki (P < 0,01), gotovo do vrijednosti zabiljeZzenih u kontrolnoj skupini. Sli¢an je
obrazac uocen i u jetri, gdje je prehrana obogacena fruktozom dovela do povecanja koncentracije
MDA u oba spola, s izraZzenijim porastom u zenki (P < 0,05; P < 0,01). Dodatak DHA/EPA
rezultirao je smanjenjem koncentracije MDA u jetri. U muZzjaka je uocen trend smanjenja koji nije

dosegnuo statisticku znacajnost, dok je u Zenki smanjenje bilo statisticki znac¢ajno (P < 0,01).
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Slika 29. Utjecaj hranidbenog tretmana na peroksidaciju lipida u serumu (A) i tkivu jetre (B).

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 7,

DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani

kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ili ** P < 0,01 za skupine
CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i ## P < 0,01 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

Na slici 30 prikazana je ekspresija proteina 4-hidroksi-2-nonenala (4-HNE) u jetri muzjaka

i zenki nakon hranidbenih tretmana. U Zzenki u skupini CON-HF zabiljezeno je znacajno povecanje

ekspresije 4-HNE-a u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,001), §to upucuje na pojacanu lipidnu

peroksidaciju 1 oksidacijski stres u jetri. Dodatak DHA/EPA rezultirao je zna¢ajnim smanjenjem

razine 4-HNE-a u odnosu na CON-HF (P <0,001), vracajuéi vrijednosti blize kontrolnim razinama.

U muzjaka u skupini CON-HF takoder je uocen porast 4-HNE-a u usporedbi sa skupinom CON.

U skupini DHA-HF ekspresija proteina 4-HNE-a bila je znac¢ajno smanjena u odnosu na skupinu

CON-HF (P <0,001), no vrijednosti su ostale neSto nize u odnosu na kontrolne.
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Slika 30. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju proteina 4-HNE.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05, i **** P < 0,001 za
skupine CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i #### P < 0,001 za skupinu DHA-HF u odnosu na
skupinu CON-HF.

Kako bi se dobio uvid u zastitni uc¢inak n-3 masnih kiselina u Stakora hranjenih s 15 %
fruktoze, promatran je njihov ucinak na ekspresiju gena Nfe2l2 i Chop te proteina NRF2 i 4-HNE.
U skladu s povecanom peroksidacijom lipida u jetri, hrana s 15 % fruktoze u vodi suprimira
ekspresiju transkripcijskog faktora Nfe2l2 u oba tkiva i u oba spola (slika 31A i 31B). S druge
strane, DHA i EPA suplementacija pokazuje protektivni ucinak, sa znacajnim povecanjem u
odnosu na skupinu CON-HF (P < 0,05 u jetri u oba spola), vrac¢ajuci vrijednosti slicnima kontrolnoj

skupini.
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Slika 31. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju gena Nfe212 u jetri (A) i bijelom masnom
tkivu (B).

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV + SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti ** P < 0,01 za skupine CON-HF i
DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 i ## P < 0,01 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-

HF.

Rezultati ekspresije mRNA u bijelom masnom tkivu pokazuju zna¢ajno smanjenje Nfe2l2
u skupini CON-HF u odnosu na skupinu CON (P < 0,01 za oba spola), dok u skupini DHA-HF
pokazuju trend povecanja ekspresije 1 vracanje vrijednostima sli¢nima kontrolnoj skupini.
Povecanje ekspresije znacajno je u muzjaka u skupini DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF (P
<0,01).

Dodatna potvrda dobivena je ekspresijom proteina NRF-2 metodom Western Blot (slika
32). U skupini CON-HF u Zenki zabiljezen je znacajan pad ekspresije NRF-2 u odnosu na kontrolnu
skupinu (P < 0,05), $to upucuje na smanjenu aktivaciju antioksidacijskih mehanizama u jetri, a u
muzjaka postoji trend smanjivanja ekspresije. Dodatak n-3 masnih kiselina (DHA-HF) doveo je do
znacajnog porasta proteina NRF-2 u odnosu na skupinu CON-HF vrac¢ajuéi vrijednosti gotovo na

kontrolnu razinu (P < 0,05 muzjaci, P <0,001 zenke).
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Slika 32. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju proteina NRF-2.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =
7, DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 i *** P < 0,005 za skupine

CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i # P < 0,05 i #### P < 0,001 za skupinu DHA-HF u odnosu na

skupinu CON-HF.

Na slici 33 prikazana je ekspresija gena Chop u jetri nakon razli¢itog hranidbenog tretmana.
U skupini CON-HF zabiljeZeno je znacajno povecanje ekspresije gena Chop u odnosu na kontrolnu
skupinu i u muzjaka (P <0,01) i u Zenki (P < 0,01). U skupini koja je, uz fruktozu, primala DHA i
EPA (DHA-HF), ekspresija gena Chop bila je znacajno smanjena u odnosu na CON-HF, u oba

spola (P < 0,01), vra¢ajuéi vrijednosti blize kontrolnim razinama.
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Slika 33. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju gena Chop u jetri.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti ** P < 0,01 za skupine CON-HF i

DHA-HF u odnosu na skupinu CON i ## P < 0,01 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

4.3.2. Ekspresije upalnih gena i proteina u jetri i bijelom masnom tkivu

Na slici 34 prikazana je ekspresija gena Tnf-a u jetri (A) i bijelom mashom tkivu (B)
muZjaka 1 zenki nakon razli¢itih hranidbenih tretmana. Ni u jetri ni u bijelom masnom tkivu
muZjaka nije doSlo do znacajnih promjena, §to pokazuje da hranidbeni tretmani nemaju izraZzen
uc¢inak na razinu Tnf-a. Medutim, u bijelom masnom tkivu (B) uocene su izrazenije promjene u
zenki. U skupini CON-HF zabiljezeno je znacajno povecanje ekspresije Tnf-a u odnosu na
kontrolnu skupinu (P < 0,01), $to upucuje na pojacanu aktivaciju upalnog odgovora zbog visokog
unosa fruktoze. Dodatak DHA i EPA-e znac¢ajno je smanjio ekspresiju Tnf-a u odnosu na skupinu
CON-HF (P < 0,01), vracaju¢i vrijednosti prema razini kontrolne skupine. DHA/EPA
suplementacija pokazuje protektivni ucinak u zenki, smanjuju¢i povecanje ekspresije Tnf-a

uzrorkovano fruktozom, dok u muzjaka nema znacajan utjecaj.
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Slika 34. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju gena Tnf-a u jetri (A) i bijelom masnom
tkivu (B).

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV £ SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti ** P < 0,01 za skupine CON-HF i

DHA-HF u odnosu na skupine CON i ## P < 0,01 za skupine DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

Na slici 35 prikazana je ekspresija Tgf-£ u jetri (A) i bijelom masnom tkivu (B). [ u muzjaka
i u zenki primjena fruktoze dovodi do znacajnog povecanja ekspresije Tgf-f i u jetri i u bijelom
masnom tkivu (P < 0,01 za oba spola i oba tkiva). Dodatak DHA i EPA-e (DHA-HF) doveo je do
znacajnog smanjenja ekspresije u odnosu na skupinu CON-HF u muzjaka u tkivu jetre (P < 0,01),
dok u Zenki nije bilo znacajne razlike. U bijelim masnom tkivu dodatak n-3 masnih kiselina doveo
je do znacajnog smanjenja ekspresije Tgf-f u oba spola (P < 0,01), vracajuéi vrijednosti na razinu

blisku kontrolnoj skupini.
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Slika 35. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju gena Tgf-£ u jetri (A) i bijelom masnom
tkivu (B).
CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV + SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti ** P < 0,01 za skupine CON-HF i
DHA-HF u odnosu na skupinu CON i ## P < 0,01 za skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.

Na slici 36 prikazan je utjecaj hranidbenog tretmana na interleukin 6. I u muzjaka i u Zenki
primjena fruktoze (CON-HF) dovela je do znafajnog povecanja ekspresije 11-6 u odnosu na
kontrolnu skupinu, (P < 0,01 u muzjaka, P < 0,05 u Zenki), §to upucuje na pojacanu aktivaciju
upalnog odgovora u jetri. Dodatak n-3 masnih kiselina (DHA-HF) doveo je do smanjenja ekspresije

11-6 u odnosu na skupinu CON-HF, no razlika nije bila statisticki zna¢ajna.
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Slika 36. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju gena 11-6 u jetri.

CON - kontrolna skupina, CON-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 =7,
DHA-HF pokusna skupina s 15 % fruktoze u vodi i omjerom masnih kiselina n-6/n-3 = 1. Rezultati su prikazani
kao SV + SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05 ** P < 0,01 za skupinu

CON-HF i skupinu DHA-HF u odnosu na skupinu CON.

Utjecaj hranidbenog tretmana jasno je vidljiv i u ekspresiji proteina adiponektina u bijelom
masnom tkivu (slika 37). U oba je spola primjena fruktoze (CON-HF) dovela do znacajnog
smanjenja ekspresije adiponektina u odnosu na kontrolnu skupinu (P < 0,005 muzjaci, P < 0,05
zenke), $to upucuje na poremecaj u regulaciji metabolizma masnog tkiva izazvan visokim
unosom fruktoze. U skupini koja je, uz fruktozu, primala DHA i EPA (DHA-HF), zabiljeZzeno je
znacajno povecanje ekspresije adiponektina u odnosu na skupinu CON-HF (P < 0,005 muZzjaci,

P <0,01 zenke), a vrijednosti su bile usporedive s onima u kontrolnoj skupini.
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Slika 37. Utjecaj hranidbenog tretmana na ekspresiju proteina adiponektina u bijelom masnom

tkivu.

Rezultati su prikazani kao SV + SD. Statisticki znacajna razlika utvrdena je na temelju vrijednosti * P < 0,05, i ***
P < 0,005 za skupine CON-HF i DHA-HF u odnosu na skupinu CON i ## P < 0,01 i ### P < 0,005 za skupinu
DHA-HF u odnosu na skupinu CON-HF.
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Uspostava i potvrda metabolickog sindroma

Za induciranje metabolickog sindroma (MetSyn) u glodavaca najc¢esce se primjenjuju prehrambene
intervencije, genetske modifikacije ili farmakoloski pristupi, pri ¢emu su najces¢i zivotinjski
modeli Stakori i miSevi. Prehrambeni modeli obi¢no uklju¢uju hranu obogaéenu saharozom (73),

fruktozom (74, 75), mastima (76, 77) ili njihovim kombinacijama (78).

Fruktozom inducirani MetSyn moze se posti¢i hranom s visokim udjelom fruktoze (60 %) (34) ili
dodavanjem fruktoze u vodu za pi¢e u koncentracijama od priblizno 10 — 20 % (79, 80, 81, 82). U
ovom istrazivanju primijenjen je model u kojem su Stakori dobivali vodu s dodatkom 15 %

fruktoze.

Glavni cilj bio je ispitati moze li suplementacija DHA/EPA-om modulirati razvoj i napredovanje

metaboli¢kog sindroma te razlikuju li se odgovori izmedu spolova.

Dosadasnja istrazivanja pokazuju da prehrana bogata fruktozom dovodi do inzulinske rezistencije,
hipertenzije, prekomjerne tjelesne mase, dislipidemije i poviSenih vrijednosti glukoze nataste (83),

premda stani¢ni i molekularni mehanizmi tih ucinaka jo§ nisu u potpunosti razja$njeni (84).

U istrazivanjima provedenima na muZjacima Wistar Stakora znacajne metabolicke promjene
zabiljezene su ve¢ nakon osam tjedana izloZenosti fruktozi (80, 81), dok su neka istrazivanja

pokazala porast glukoze nataste tek nakon duljeg razdoblja i visih koncentracija fruktoze (82).

U ovom radu primjena 15 %-tne fruktoze tijekom 20 tjedana nije znac¢ajno utjecala na koncentraciju
glukoze u serumu, ali je dovela do povecanih vrijednosti inzulina nataste, $to je karakteristi¢no za

rane faze poremecaja funkcije B-stanica.

Hiperinzulinemija, uz odrzane vrijednosti glukoze, ¢esta je u pocetnim fazama razvoja pretilosti 1

metaboli¢kog sindroma (34, 84).

Mjereni indeksi inzulinske osjetljivosti pokazali su da je HOMA-IR bio povisen, a QUICKI snizen

u svim skupinama tretiranima fruktozom, neovisno o spolu. lako ovi indeksi nisu zamjena za
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izravno mjerenje inzulinske osjetljivosti, koriste se kao prihvatljiva i pouzdana alternativa u

pretklini¢kim i klini¢kim istraZivanjima.(85).

Na izrazenost promjena inzulinske osjetljivosti mogu utjecati trajanje izlozenosti, koli¢ina
fruktoze, sastav osnovne hrane te metabolicka obiljezja zivotinja (86). Istodobno su zabiljezeni i
poremecaji lipidnog metabolizma (hipertrigliceridemija, poviSeni kolesterol i1 nakupljanje
triacilglicerola u jetri), ¢ime je potvrdeno da primijenjeni model fruktozom induciranog

metaboli¢kog sindroma pouzdano inducira klju¢na obiljeZja metaboli¢kog sindroma.

Uc¢inak dodataka DHA i EPA-e na metabolizam lipida

Kroni¢ni unos 15 %-tne fruktoze doveo je do izrazenih poremecaja lipidnog metabolizma unatoc
izostanku statisti¢ki znacajnih promjena u tjelesnoj masi. Ovakvi poremecaji u metabolizmu lipida

proizlaze iz specifiénog nacina metaboliziranja fruktoze u odnosu na glukozu.

Za razliku od glukoze koja ulazi u hepatocite putem mehanizama ovisnih o inzulinu, fruktoza se
metabolizira gotovo iskljucivo u jetri, preko fruktokinaze i aldolaze B. Ovaj proces zaobilazi
regulacijski korak fosfofruktokinaze u glikolizi, §to dovodi do nekontrolirane sinteze acetil-CoA i
glicerol-3-fosfata. Ovi supstrati poticu de novo lipogenezu (DNL), esterifikaciju triacilglicerola i

pohranu lipida u hepatocitima (87).

U skupinama koje su primale fruktozu, uo€ena hipertrigliceridemija, hiperkolesterolemija i
povecano nakupljanje triacilglicerola u jetri upucuju na snaznu aktivaciju hepati¢ne lipogeneze
(88). Ovaj rezultat u potpunosti je u skladu s prethodnim radovima koji pokazuju da dugotrajna
izlozenost fruktozi dovodi do povecanog stvaranja acetil-COA, poticanja lipogeneze i progresije
metaboli¢kih poremecaja, ukljucujuéi inzulinsku rezistenciju i nealkoholnu masnu bolest jetre (89).
Medutim, u skupinama koje su uz fruktozu primale dodatak DHA i EPA-e zabiljezen je znatno
povoljniji metaboli¢ki profil, uz smanjenu akumulaciju lipida i blaZe izrazene poremecaje u
usporedbi s fruktoznim skupinama bez dodataka, $to upucuje na izrazen zaStitni ucinak n-3
viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) na fruktozom induciranu DNL-om. Ovakav u¢inak

u skladu je s rezultatima drugih istrazivanja (90, 91).
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Promjene u sastavu masnih kiselina zabiljezene u jetri i bijelom masnom tkivu dodatno su potvrdile
aktivaciju lipogenih puteva. U fruktoznim skupinama zabiljeZene su poviSene koncentracije
mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA), osobito palmitoleinske (C16:1n-7) i oleinske kiseline
(C18:1n-9). Istodobno su bile snizene vrijednosti viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina (PUFA),

ukljucujuéi linolnu, a-linolensku, arahidonsku i eikozapentaensku kiselinu.

Ovakav obrazac karakteristiCan je za metabolicke modele u kojima je aktivirana stearoil-CoA-
desaturaza 1 (Scdl), enzim odgovoran za pretvorbu zasi¢enih masnih kiselina u MUFA. Fruktoza
je snazan induktor Scdl i povecava njezinu ekspresiju putem Srebp-1c, $to obja$njava naglaSeni
porast MUFA-¢ u jetri i bijelom masnom tkivu u ovom istrazivanju (92). Nasuprot tome, u DHA—
HF skupini Zenki porast MUFA-e bio je blaZe izraZen, uz ocuvanje veceg udjela PUFA-e, Sto
upucuje na djelomi¢nu inhibiciju Scdl i smanjenu aktivaciju lipogenih puteva pod utjecajem DHA
I EPA (91, 93).

Smanjene koncentracije PUFA-e upuéuju na poremecaje u endogenoj sintezi dugolan¢anih n-3 i n-
6 masnih kiselina. U tom procesu kljuénu ulogu imaju desaturirani enzimi A5- i A6-desaturaza,
kodirani genima Fadsl i Fads2 (94). Fads2 katalizira pocetni i ogranicavajuéi korak pretvorbe LA
i ALA u njihove dugolancane derivate, dok Fadsl omogucuje stvaranje ARA i EPA iz
intermedijarnih supstrata. Pokazano je da fruktoza mijenja ekspresiju gena ukljucenih u biosintezu
PUFA-¢ (ukljucuju¢i Fadsl i Fads2), pri ¢emu se u pojedinim modelima biljezi narusena

konverzija prekursora u EPA-u i DHA te sniZzen omjer EPA/ARA (95).

lako ekspresija Fadsl i Fads2 nije pokazala statisticki znacajne promjene, uocen trend smanjene
ekspresije u fruktoznim skupinama u skladu je s padom omjera PUFA-e i EPA/ARA te moze
upucivati na funkcionalno naruSenu konverziju prekursora. Kako je ARA osnova za stvaranje
proupalnih eikozanoida, a EPA i DHA za protuupalne derivate, snizen omjer EPA/ARA, u
skupinama s 15 % fruktoze u vodi, odrazava jasno izraZzen pomak prema proupalnom fenotipu koji

pogoduje razvoju inzulinske rezistencije, oksidacijskog stresa i hepatosteatoze (96).

Poremecaji u profilu masnih kiselina dodatno su pojacani promjenama u unosu 1 intracelularnom
transportu lipida. U ovom radu utvrdeno je povecanje ekspresije proteina CD-36 (0sobito u

muzjaka), jednog od glavnih transportera dugolanCanih slobodnih masnih kiselina (FFA).
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Prekomjerna ekspresija CD-36 povezuje se s razvojem lipotoksi¢nosti i progresijom masne jetre
(97).

Budu¢i da CD-36 moze biti induciran hiperinzulinemijom te pozitivno reguliran preko Ppar-a,
hiperinzulinemija izazvana fruktozom i poremecena regulacija Ppar-o vjerojatno su pridonijeli
njegovoj povecanoj ekspresiji (98). U ovom modelu vaznu ulogu ima i protein L-FABP (engl. liver
fatty acid binding protein), intracelularni nosa¢ masnih kiselina koji povecava transport i
usmjeravanje FFA unutar hepatocita. U uvjetima povecanog priljeva masnih kiselina, ukljucujuéi
porast CD-36 induciran fruktozom, povecana aktivnost L-FABP-a dodatno podupire nakupljanje

lipida u hepatocitima, ¢ime se pogoduje razvoju NAFLD-a.

U skupinama koje su uz fruktozu dobivale DHA i EPA-u (DHA-HF), veéina navedenih promjena
bila je znatno blaze izrazena. Dodatak n-3 PUFA-e oCuvao je viSu razinu PUFA-e, ukljucujuci LA,
ALA-u i EPA-u, te poboljsao omjer EPA/ARA, ¢ime je ublaZen proupalni pomak u metabolizmu
masnih kiselina. Porast MUFA-¢ bio je manje izrazen nego u fruktoznim skupinama, §to upucuje
na djelomi¢nu inhibiciju Scd1l. DHA i EPA, kao gotove dugolan¢ane PUFA-e, mogu djelomi¢no
nadoknaditi smanjenu aktivnost sustava FADS. Istodobno inhibiraju Srebp-1c i smanjuju
ekspresiju lipogenih enzima Accl, Fasn i Scdl (99, 100).

Smanjena aktivnost lipogenih enzima Accl, Fasn, Scdl izravno je pridonijela nizoj stopi stvaranja
novosintetiziranih masnih kiselina, ¢ime je smanjena dostupnost lipogenih supstrata 1 znacajno
ublaZzen razvoj hepati¢ne steatoze. Povoljan uc¢inak PUFA vidljiv je 1 u regulaciji unosa masnih
kiselina, budu¢i da su DHA i EPA smanjile prekomjernu ekspresiju proteina CD-36, s izrazenim
uéinkom u muzjaka. Supresivni uéinak DHA/EPA-e na L-FABP prisutan je samo u zenki. Ovi
rezultati u skladu su s literaturom koja opisuje da n-3 PUFA-e mogu modulirati unos masnih

Kiselina i smanjiti lipotoksi¢nost (101).

Regulacija oksidacije masnih kiselina dodatno potvrduje povoljan uc¢inak n-3 PUFA-e. Dodatak
fruktoze u ovom je modelu smanjio ekspresiju Ppar-a i Cpt-1, $to je u skladu s rezultatima Nagai
I suradnika (102) koji su opisali smanjenu ekspresiju ovih gena u zivotinja hranjenih fruktozom.
DHA i EPA, medutim, djeluju kao ligandi Ppar-a i mogu povecati njegovu aktivnost, ¢ime poticu

oksidaciju masnih kiselina i smanjuju njihovu akumulaciju u jetri. Slicne rezultate opisali su
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Neschen i suradnici (103), koji su utvrdili da n-3 PUFA-e povecavaju kapacitet B-oksidacije i

normaliziraju sadrzaj jetrenih triglicerida.

Uc¢inak dodataka DHA i EPA-e na oksidacijski i upalni odgovor

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da kroni¢ni unos fruktoze ne narusava samo lipidni
metabolizam nego i1 znacajno povecava oksidacijski stres, Sto je kljucni patofizioloSki mehanizam
u razvoju metabolickog sindroma. Smatra se da neravnoteza prooksidansa/antioksidansa moze
imati vaznu ulogu u njegovu razvoju (104). U fruktoznim skupinama zabiljezene su poviSene razine
markera lipidne peroksidacije, malondialdehida (MDA) i 4-hidroksinonenala (4-HNE). Ovakav
porast upucéuje na pojacano stvaranje reaktivnih kisikovih vrsta (ROS) i posljedi¢no oksidacijsko

o$tecenje membranskih lipida (105, 106).

Ovi rezultati nadovezuju se na ranije opisanu aktivaciju lipogeneze 1 nakupljanje zasic¢enih 1
mononezasi¢enih masnih kiselina. Povecana dostupnost lipida dodatno pogorSava proizvodnju

ROS-a i potice oksidacijska ostecenja (107, 108).

Povisene razine 4-HNE-a u fruktoznim skupinama imaju veliku biolosku vaznost jer 4-HNE nije
samo produkt lipidne peroksidacije nego i1 aktivni signalni posrednik. On mozZe modificirati
proteine inzulinskog signalnog puta te aktivirati NF-«B i Tgf-p signalizaciju. Time 4-HNE
povezuje oksidacijski stres s razvojem upale i inzulinske rezistencije (109, 110). Dobiveni podaci

jasno pokazuju da su ti procesi bili aktivno prisutni u skupinama CON-HF.

Suprotno tome, u skupinama DHA-HF zabiljezeno je znac¢ajno smanjenje koncentracija MDA i 4-
HNE-a, §to pokazuje da dodatak DHA i EPA-e ucinkovito smanjuje lipidnu peroksidaciju (111).
Ovaj ucinak vjerojatno proizlazi iz dvaju mehanizama: ublazavanja lipogeneze inducirane
fruktozom te povecane stabilnosti membrana zbog veceg udjela dugolancanih n-3 PUFA, koje su
manje podlozne oksidacijskim oStecenjima (100). Istodobno smanjenje razina 4-HNE-a sugerira
prekid zacaranog kruga u kojem lipidna peroksidacija potice upalu, a upala dodatno povecava

stvaranje ROS-a (112).
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Promjene u peroksidacijskim markerima pratile su promjene u antioksidacijskim obrambenim
mehanizmima. U naSem modelu kroni¢ni unos fruktoze bio je povezan sa smanjenom ekspresijom
Nfe2l2, sto upucuje na iscrpljeni antioksidacijski odgovor. Gen Nfe2l2 kodira za protein NRF2,
kljuéni transkripcijski faktor endogenog antioksidacijskog sustava (113). SniZenje proteina NRF2
u uvjetima povecanog MDA i 4-HNE-a odrazava iscrpljenost antioksidacijskog kapaciteta stanica,

Sto pogoduje daljnjem oStecenju hepatocita.

Nasuprot tome, DHA i EPA znacajno su povecale ekspresiju Nfe2l2 i aktivaciju NRF2 u skupinama
DHA-HF, sto upucuje na aktivaciju antioksidacijskog odgovora. NRF2 aktivira ekspresiju niza
antioksidacijskih enzima poput glutation-peroksidaze, superoksid-dismutaze i katalaze, ¢ime $titi

hepatocite od ostec¢enja posredovanih ROS-om (114).

Osim toga, smanjena ekspresija Nfe2l2 u fruktoznim skupinama pogoduje aktivaciji upalnih puteva
jer je poznato da NRF2 negativno regulira NF-xB signalizaciju (115). Time se potvrduje da se u
fruktoznim skupinama razvila samoodrziva interakcija izmedu oksidacijskog stresa i upale, dok je
u DHA-HF skupini taj ciklus prekinut aktivacijom NRF2, smanjenjem lipidne peroksidacije i

smanjenom aktivacijom proupalnih signala.

Fruktoza je u fruktoznim skupinama potaknula i stres endoplazmatskog retikula (ER), Sto potvrduje
povecana ekspresija gena Chop, transkripcijskog faktora ukljuc¢enog u apoptozu ovisnu o ER-U i
razvoj inzulinske rezistencije (116, 117). Povisen Chop odrazava preoptere¢enje ER-a zbog
nakupljanja lipida i oksidacijskog oStecenja proteina (118). U skupinama DHA-HFekspresija gena
Chop bila je znacajno niza, §to upucuje na ublazen ER stres, vjerojatno posredovan poboljsanom

osjetljivosc¢u na inzulin, nizim 4-HNE-om i aktivacijom NRF2 (119)

Uz oksidacijski stres, kroni¢ni unos fruktoze u ovom istrazivanju aktivirao je i izraZzen upalni
odgovor karakteristiCan za rane stadije metabolickog sindroma. U fruktoznim skupinama
zabiljezeno je povecanje kljuénih proupalnih citokina, ukljucujuéi Tnf-a, 11-6 i Tgf-5, Sto se
podudara s povisenim 4-HNE-om i smanjenom ekspresijom NRF2, potvrduju¢i povezanost

oksidacijskog stresa i upale(14, 17).
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Povisen Tnf-a odrazava pojacanu infiltraciju imunosnih stanica i aktivaciju makrofaga, pri ¢emu
Tnf-a dodatno pogorsava inzulinsku rezistenciju putem serinske fosforilacije IRS-1 i potice lipolizu

u masnom tkivu, povecavajuci priljev masnih kiselina u jetru (120).

Interleukin 6 (11-6), jo$ jedan vazan medijator kroni¢ne upale, bio je povisen u fruktoznim
skupinama, $to je u skladu s njegovom ulogom u poticanju hepati¢ne inzulinske rezistencije 1

stvaranju akutnofaznih proteina, te dodatno destabilizira ravnotezu izmedu lipogeneze i oksidacije
(121).

Tof-p, glavni profibroti¢ni citokin, takoder je bio znafajno povecan u fruktoznim skupinama,
upucujuéi na to da fruktoza osim steatoze, poti¢e ranu fibrogenezu i progresiju NAFLD-a prema

naprednijim stadijima (122).

Nasuprot tome, u skupinama DHA-HF razine Tnf-a, 1I-6 i Tgf-f bile su znacajno nize, $to upucuje
na snaZan protuupalni i antifibroticni u¢inak DHA 1 EPA-e. Ovaj se u¢inak moZe djelomicno
pripisati smanjenju oksidacijskog stresa, ali i modulaciji signalnih puteva poput NF-«xB, Ppar-y i
Tgf-p/SMAD, na koje n-3 PUFA-e dokazano djeluju (123, 124).

Za razliku od fruktoznih skupina, u skupinama DHA-HF zabiljezeno je i povecanje adiponektina,
Sto dodatno potvrduje smanjenje upale i poboljSanje inzulinske osjetljivosti. Adiponektin potice 3-
oksidaciju putem Ppar-a, smanjuje lipotoksi¢nost i inhibira upalu ovisnu 0 Tnf-a, $to ga Cini

vaznim zaStitnim ¢imbenikom (125, 126).

Lonzetti Bargut i suradnici, takoder su u svojem istrazivanju prikazali utjecaj fruktoze kao i dodatak
n-3 masnih kiselina na upalne markere (127). Sli¢no naSim rezultatima, pokazali su da prilikom
unosa visokofruktozne hrane dolazi do razvoja upale bijelog masnog tkiva te izlu€ivanja povecane

koncentracije proupalnih citokina, poput Tnf-«, te smanjenja koncentracije adiponektina.

Dodatak DHA i EPA-e u hranu Stakora pokazao je smanjenje koncentracije proupalnih medijatora
te povecanje protuupalnih medijatora, Sto dodatno potvrduje ove rezultate. Iako sve promjene nisu
bile statisticki znacajne, jasno je uocljiv trend poboljSanja, Sto potvrduje da dodatak DHA 1 EPA-e
moze pozitivno utjecati na kroni¢nu upalu niskog stupnja ¢ak i u ranom hiperinzulinemijskom

stadiju metabolickog sindroma.
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Klju¢ni mehanizam protuupalnog djelovanja n-3 masnih kiselina ukljuuje smanjenu sintezu
proupalnih eikozanoida iz n-6 masne kiseline (arahidonske kiseline) (128) i povecanu sintezu
protuupalnih eikozanoida koje potje¢u iz EPA-e i DHA (npr. resolvini, protektini, marezini) (129).
Osim toga, DHA 1 EPA imaju i protuupalne u¢inke koji nisu izravno povezani s proizvodnjom
eikozanoida, ukljucujuéi utjecaj na ekspresiju adhezijskih molekula na stani¢noj povrsini,

inhibiciju sinteze upalnih citokina i modulaciju ekspresije upalnih gena (119).

Suprotno naSim istrazivanjima, Almasri i suradnici u svom istrazivanju nisu dobili znacajne razlike
u ekspresiji upalnih markera kod Zivotinja hranjenih fruktozom (130). Razlog tome moze biti u

koriStenju razli¢itog soja zivotinja, trajanju i intenzitetu fruktoznog opterecenja.

Utjecaj spola

lako u ovom radu nisu izravno odredivane koncentracije spolnih hormona, opazene su znacajne
razlike izmedu muzjaka i zenki. Pokazalo se da Zenke imaju izrazeniji odgovor na suplementaciju
DHA/EPA-om, $to je u skladu s opseznom literaturom koja potvrduje da spolni hormoni, posebice
estrogen, mogu modulirati metabolizam lipida i utjecati na ekspresiju lipogenih gena i enzima
(131). Zenke su &esto pokazivale izrazenije promjene u sadrzaju PUFA-e te razli¢it odgovor na

dodatak DHA i EPA-¢ u odnosu na muzjake.

Estrogen je poznat po svojoj ulozi u aktivaciji antioksidacijskih gena 1 oCuvanju aktivnosti NRF2,
§to moZe objasniti bolju zastitu kod Zenki (132). Osim toga, Zenke pokazuju bolju endogenu
konverziju ALA-e u EPA-u i DHA putem delta-5 i delta-6 desaturaza (Fadsl i Fads2), sto dodatno
poboljsava njihov n-3 PUFA status i posljedi¢no protuupalne u¢inke (133).

Nasuprot tome, muzjaci su pokazali izrazeniji razvoj metaboli¢kog sindroma nakon izlaganja
fruktozi, ukljucujuéi veéi porast upalnih markera, narusenu inzulinsku osjetljivost i pove¢anu
inzulinsku rezistenciju. Ovi su rezultati u skladu s literaturom koja navodi da je niZa razina
testosterona u uvjetima metaboliCkog stresa povezana s povecanim rizikom od inzulinske
rezistencije, dislipidemije, nakupljanja visceralnog masnog tkiva i pretilosti trupa, tj. ¢imbenicima
koji pridonose razvoju metaboli¢kog sindroma (134). Za razliku od estrogena, testosteron ne pruza

snaznu zastitu od dislipidemije, hiperinzulinemije i pretilosti (135, 136).
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Spolne razlike postojale su i u regulaciji transportnih proteina. U muzjaka je DHA/EPA snazno
smanjila ekspresiju CD-36, glavnog transportera dugolan¢anih masnih kiselina, $to sugerira da
njihova zastitna adaptacija djeluje primarno na razini ogranicavanja ulaska masnih kiselina u
hepatocite. U zenki, medutim, DHA/EPA viSe utjeCe na intracelularno vezanje i preraspodjelu
masnih kiselina preko L-FABP-a, sto je u skladu s hormonskom regulacijom ovog proteina (131).
Ove razlike pokazuju da se zene i muskarci koriste razli¢itim, hormonski odredenim strategijama

za odrzavanje lipidne homeostaze.

Sveukupno, rezultati ovog istrazivanja pokazuju da spolni hormoni imaju presudnu ulogu u
odredivanju metaboli¢kog odgovora na fruktozu i poveéan unos n-3 masnih kiselina. Zenke,
zahvaljujuéi snaznoj estrogenskoj i1 progesteronskoj signalizaciji, pokazuju vec¢u metabolicku
fleksibilnost, uc€inkovitiju regulaciju lipogeneze i oksidacije, ja¢i antioksidacijski odgovor 1
povoljniji protuupalni profil. Muzjaci, zbog slabijeg estrogenskog signala, manjeg
antioksidacijskog kapaciteta i veée osjetljivosti na upalu, razvijaju tezi metabolicki fenotip i slabije
reagiraju na DHA/EPA-u. Ovakvi rezultati naglaSavaju vaznost ukljucivanja spola kao klju¢ne
bioloske wvarijable u translacijskim 1 klini¢kim istraZzivanjima metabolickih poremecaja te
sugeriraju da prehrambene intervencije temeljene na n-3 PUFA-i mogu imati razli¢ite ucinke

ovisno o hormonskom profilu pojedinca.
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6.ZAKLJUCCI



Kroni¢ni unos fruktoze u koncentraciji od 15 % u vodi za pi¢e doveo je do razvoja ranih
metabolickih poremecaja koji predstavljaju pocetne faze metabolickog sindroma, neovisno

0 promjenama tjelesne mase.

Najizrazenija metabolicka promjena bila je pojava hiperinzulinemije uz o¢uvane vrijednosti
glukoze u krvi, Sto upucuje na smanjenu osjetljivost perifernih tkiva na inzulin i
poremecenu funkciju B-stanica. PoviSene vrijednostt HOMA-IR 1 snizeni QUICKI indeksi

dodatno potvrduju razvoj inzulinske rezistencije.

Fruktoza je znacajno poremetila metabolizam lipida u jetri, $to se ocitovalo poja¢anom
lipogenezom, poviSenim koncentracijama triacilglicerola i kolesterola te povec¢anom

akumulacijom triacilglicerola u jetri.

Profil masnih kiselina pokazao je pomak prema povecanom udjelu mononezasi¢enih
masnih kiselina i smanjenju viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina, uz snizen omjer
EPA/ARA, $to upuduje na naruSenu ravnotezu lipidnog metabolizma i proupalni

metabolicki profil.

Poremecena regulacija transporta i oksidacije masnih kiselina potvrdena je poviSenom
ekspresijom CD-36 i L-FABP te snizenom ekspresijom Ppar-o. 1 Cpt-1, $to upucuje na

smanjen kapacitet jetre za B-oksidaciju 1 povecanu sklonost razvoju steatoze.

Kroni¢ni unos fruktoze doveo je do izrazenog oksidacijskog stresa i aktivacije kroni¢ne
upale niskog stupnja, Sto se ocitovalo povecanim razinama lipidne peroksidacije,
smanjenom aktivnos$¢u antioksidacijskog sustava te poviSenim koncentracijama proupalnih

citokina.

Suplementacija DHA i EPA-e imala je izraZene zastitne metabolicke ucinke, ukljucujuci
smanjenje lipogeneze, ocuvanje udjela viSestruko nezasi¢enih masnih kiselina 1

normalizaciju omjera EPA/ARA.

DHA i1 EPA ublazile su nakupljanje lipida u jetri smanjenjem ekspresije CD-36 i L-FABP-
a te su poboljSale oksidacijski metabolizam masnih kiselina povecanjem ekspresije gena

Ppar-a i Cpt-1.
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Suplementacija n-3 masnim kiselinama ucinkovito je smanjila oksidacijski stres 1 kroni¢nu
upalu niskog stupnja, uz obnovu antioksidacijske obrane i snizenje razina proupalnih

citokina, ¢ime je pridonijela poboljSanoj inzulinskoj osjetljivosti.

Uocen je jasan spolno specifi¢an odgovor na fruktozu i suplementaciju DHA/EPA-e, pri
¢emu su zZenke pokazale povoljniji metabolicki profil, snazniji antioksidacijski odgovor 1

izrazenije smanjenje upalnih pokazatelja u usporedbi s muzjacima.

Rezultati ovog istrazivanja potvrduju da DHA i1 EPA predstavljaju u¢inkovitu prehrambenu
intervenciju za modulaciju ranih metaboli¢kih poremecéaja induciranih fruktozom, uz

znacajan utjecaj spolnih razlika na intenzitet metabolickog odgovora.
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Abstract: The objective of this study was to examine the benefits of different n6/n3 polyunsaturated
fatty acid ratios on the lipid metabolism, insulin resistance, and oxidative stress in the adipose
tissue of rats fed a high-fructose diet. Male and female rats were divided into four groups: a
control group (CON) (n6/n3 ratio ~7), a high-fructose group (HF) (n6/n3 ratio ~7), an N6-HF group
(n6/n3 ratio ~50), and the DHA-HF group (n6/n3 ratio ~1, with the addition of docosahexaenoic
(DHA) and eicosapentaenoic (EPA) acid). The CON group received plain water and the HF group
received 15% fructose in their drinking water. Fructose induced an increase in the content of serum
triglycerides, serum cholesterol, and HOMA-IR index. Among the fatty acids, elevated proportions
of C18:1n9 and C16:1n7, as well as an increase in total monounsaturated fatty acid (MUFA), were
found in the adipose tissue of the HF group. Fructose treatment also changed oxidative parameters,
including a marked increase in the serum malondialdehyde (MDA) content. Meanwhile, DHA
supplementation caused a significant decrease in the serum MDA concentration in comparison with
the HF group. In addition, DHA /EPA supplementation attenuated oxidative stress by increasing
NREF 2 gene expression. Fructose treatment also significantly decreased the adiponectin level, while
DHA supplementation ameliorated it. The changes observed in this trial, including the decrease in
the content of DHA and EPA, the decreased EPA /ARA ratio, and the increase in the expression of
inflammatory genes, are characteristics of the low-grade inflammation caused by fructose treatment.
These changes in the rat adipose tissue could be prevented by dietary intervention consisting of DHA
supplementation and a low n6/n3 ratio.

Keywords: adipose tissue; metabolic syndrome; oxidative stress; DHA; fatty acids

1. Introduction

Increased fructose intake caused by overconsumption of soft drinks plays an impor-
tant role in the development of metabolic syndrome, dyslipidaemia, and adipose tissue
dysfunction [1,2]. Abdominal obesity, dyslipidaemia, hyperglycaemia, hypertension, and
low-grade inflammation are the hallmarks of metabolic syndrome [3].

A key component of the development of metabolic syndrome is dysfunction of the
lipid metabolism characterised by changes in lipogenesis and fatty acid concentrations
in different tissues. Adipose tissue represents the main storage of fatty acids (FA) in the
form of triglycerides and is also an active endocrine organ with different signalling and
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regulatory properties that affect local and systemic metabolic responses [4]. Hypertrophy of
adipocytes caused by obesity leads to the altered secretion of adiponectin and inflammatory
cytokines [5].

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs) are the major component of the membrane
phospholipids which influence the membranes’ physical properties and cell functions [6,7].
It is generally considered that a change in the whole body’s fatty acid composition can be
attributed to different sources of fatty acids, mainly diet, de novo lipogenesis (DNL), and
bioconversion. Fatty acids derived from the diet or generated de novo are bioconverted
by a series of highly regulated steps of desaturation, elongation, and (3-oxidation, into
different saturated and unsaturated fatty acids [8,9]. The bioconversion rate of linolenic
acid into important n3 PUFA, eicosapentaenoic acid (EPA), and docosahexaenoic acid
(DHA) is very low, and therefore, a percentage of these fatty acids must be obtained
by diet [10]. A large number of recent studies suggest that n3 PUFA, EPA, and DHA,
have a wide range of beneficial biological effects, including prevention of obesity, insulin
resistance, decreasing oxidative stress, and anti-inflammatory effects [11]. The alteration of
n6/n3 polyunsaturated fatty acids ratio in favour of n3 PUFA has an important role in the
prevention and treatment of metabolic disorders, such as metabolic syndrome [12].

Adipose tissue is a reservoir of polyunsaturated fatty acids for other tissues, and the
alteration of its fatty acid composition may have important effects on the other tissues, and
animal and human health in general. Therefore, we aimed to characterise the efficiency of
diets with different amounts of EPA and DHA, and different n6/n3 ratios on the prevention
of the pathological changes in fructose-induced metabolic syndrome. In addition, we
investigated whether this nutritional manipulation is sex specific.

2. Materials and Methods
2.1. Animals, Study Design, and Experimental Diets—Experimental Design

All experiments were approved by the Croatian National Ethics Committee and the
Ministry of Agriculture, Republic of Croatia (Authorisation EP 107/2017), and conducted
in accordance with the Croatian Animal Welfare Act. The experiment was performed on
40 Wistar HAN rats (20 males 177 + 6 g and 20 females 140 £ 4 g). At the beginning of the
experiment, after two weeks’ acclimation, the rats were assigned to the different dietary
treatment and fructose supplementation into control (CON) or high-fructose (HF) groups.
The control group was given plain water, while the HF group received 15% fructose in the
drinking water. The HF group was additionally divided on the basis of the dietary n6/n3
ratio and DHA /EPA supplementation (Figure 1). The n6/n3 ratio was ~7 for the CON and
HF groups, ~50 for the N6-HF group, and ~1 for the DHA-HF group (Tables 1 and 2). The
experiments lasted for 22 weeks, with 2 weeks of acclimation and 20 weeks of treatment.
The rats were kept in polycarbonate cages and housed under the conditions of a 12 h
light/dark cycle at 25 4= 2 °C. Access to food and water (tap water) was unlimited to all.
Body weight was measured daily at the same time (8:00 a.m.) using a digital scale.

Table 1. Nutrient composition of the experimental diet (dry weight basis).

Nutrients (% Unless Otherwise Stated) Exp. Diet
Crude protein 20.2
Crude fat 49
Crude fibre 4.9
Ash 6.7
Calcium 1.0
Phosphorus 0.8
Lysine 1.2
Methionine 0.4

ME (M])? 12.5
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Figure 1. Graphical representation of the experimental groups of rats. The rats were divided into
four groups based on their diet.

Table 2. Fatty acid composition (% of fatty acids) of diets supplemented to the rats.

Fatty Acids CON & HF N6 DHA
Palmitic (C16:0) 7.15 7.36 15.20
Stearic (C18:0) 2.76 2.21 4.30
Oleic (C18:1n9) 28.97 29.09 31.21
Linoleic (C18:2n6) 52.25 58.69 26.78
Linolenic (C18:3n3) 7.35 1.20 0.87
Eicosapentaenoic (C20:5n3) nd nd 9.15
Docosahexaenoic (C22:6n3) nd nd 10.98
n6/n3 ratio 711 4891 1.28

nd, below quantification level.

2.2. Sample Collection

After 20 weeks, rats were sacrificed by exsanguination in deep anaesthesia (Narketan,
80 mg kg ! b.m. and Xylapan,12 mg kg~! b.m., i.p., Vetoquinol, Bern, Switzerland). Blood
samples were collected by cardiac puncture into serum tubes, and serum was obtained
after centrifugation at 1500x g for 5 min. The abdominal adipose tissue was excised
promptly after the animals were sacrificed, divided, and stored in an RNA-preserving
agent (RNAlater, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA).
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2.3. Serum Biochemistry

The fasting blood glucose levels were analysed by glucose meter Accu-Chek Go [13].
The levels of triglycerides and total cholesterol were analysed by an automatic analyser
(SABA-18, Analyser Medical System, Roma, Italy). Commercial rat insulin ELISA kit was
used to determine insulin concentration (Rat insulin kit ELISA, Mercodia, Upsalla, Sweden).
Insulin sensitivity was measured as HOMA-IR [14] and QUICKI [15] indices, using the
following equations:

HOMA IR = (fasting insulin x fasting glucose)/22.5 1)
QUICKI = 1/ (log(fasting insulin) + log(fasting blood glucose)) (2)

2.4. Determination of Oxidative Status Measurement

Following a previously described method, the HPLC method was used for analysing
malondialdehyde (MDA) content as MDA-TBARS (thiobarbituric acid-reacting substances) [16].

Briefly, an aliquot of 20 uL of serum was injected onto a Shimadzu LC-2010CHT with
an Inert Sustain C18 column (4.6 mm 150 mm, 5 um particle size; GL Sciences, Tokyo,
Japan). The standard curve was prepared using 1,1,3,3-tetraethoxypropane. MDA-TBARS
were expressed as uM.

2.5. Lipid Extraction and Quantitation of Fatty Acid Composition

Total lipids from the tissue were extracted using a chloroform/methanol mixture
(2:1, v/v) [17]. After extraction, the lipids were dried under N, dissolved in the same
mixture (150 pL), with the addition of 0.3 mg/mL butylated hydroxytoluene (BHT), and
stored at —80 °C. The analysis of fatty acid was performed by GC-MS (QP2010 Ultra,
Shimadzu, Kyoto, Japan), with BPX70 capillary column (0.25 mm internal diameter, 0.25 pm
film thickness, 30 m long, SGE, Austin, TX, USA). Analytical conditions were described
previously [18]. The internal standard used for quantification of fatty acid methyl esters
was nonadecanoic fatty acid (C19:0). The results of fatty acid composition were expressed
as the percentage of total fatty acids.

2.6. Western Blotting Analysis

Total proteins were extracted by homogenisation in lysis buffer (RIPA lysis buffer,
EMD Millipore, Billerica, MA, USA), containing a protease inhibitor cocktail (SIGMAFAST
Protease Inhibitor Tablets, Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany). The samples were
centrifuged for 30 min at 14,000x g at 4 °C, and the supernatant was collected into clear
tubes. BCA assay (Sigma Aldrich, Taufkirchen, Germany) was performed for the determi-
nation of the protein concentration. Denaturation of 20 ug of total proteins in Laemmli
SDS loading buffer was performed at 95 °C for 5 min. After loading, 10% SDS poly-
acrylamide gel electrophoresis was carried out and then proteins were transferred to
nitrocellulose membranes. Afterwards, the membranes were blocked in blocking buffer
(ImmobilonBlock—CH (Chemiluminescent Blocker), MerckKGaA, Darmstadt, Germany)
and incubated overnight at 4 °C with primary antibody dissolved in ImmobilonBlock—CH
(Chemiluminescent Blocker). After the membranes were washed three times for five min-
utes each with Tris-buffered saline with 0.5% Tween 20 (TBST), they were incubated in the
corresponding secondary antibody for 1 h at room temperature. After being washed again
three times with TBST, the membranes were processed for enhanced chemiluminescence
(ECL) Clarity Max Western ECL Substrate (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) and
captured using Odyssey Fc (LICOR, Bad Homburg, Germany). The primary antibody used
was anti-adiponectin (dilution 1:500, Anti-Adiponectin antibody: ab133347, Abcam) and
corresponding secondary HRP-conjugated IgG antibody (dilution 1:1000, mouse anti-rabbit
IgG-HRP: sc-2357, Santa Cruz Biotechnology). Equality of loading and normalisation of
the bands was assessed by using Amidoblack.
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2.7. RT-gPCR Analysis

Total RNA was extracted from frozen adipose tissue using SV Total RNA Isolation Sys-
tem (Promega GMBH, Mannheim, Germany), according to the manufacturer’s instructions.
The quantity and purity of the isolated RNA samples were checked by spectrophotome-
try (BioDrop pLITE, BioDrop, Cambridge, UK). Total RNA was subjected to a one-step
RT-qPCR reaction using One-Step SYBR PrimeScript RT-PCR Kit II, according to the man-
ufacturer’s manual (Perfect Real Time, TaKaRa Bio Inc., Shiga, Japan). The qPCR was
performed using a Stratagene MxPro3005 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA and
Mississauga, ON, Canada) thermocycler. Melt curve analyses verified the formation of a
single desired PCR product in each PCR reaction. The expression level of each sample was
normalised against the expression of 3-actin as the internal control. The ratio of the relative
expression of target genes to the housekeeping genes was calculated using the comparative
Ct method 2(-22€T) and values were normalised to B-actin and cyclophilin levels [19]. All
reactions were performed in triplicate for each sample. The primer sequences are listed
in Table 3.

Table 3. Primer sequences and cycling conditions for polymerase chain reactions to evaluate the impact of the treatment in

gene expression.

Gene Sequence 5'-3' Access. No. Ann. Tm. Cycles
TGF p F: AAT ACG TCA GAC ATT CGG GAA GCA NM._ 021578.2 60 °C 40
R: AAT ACG TCA GAC ATT CGG GAA GCA
TNF « F: CACCACGCTCITCTGTCT ACTGAAC NM_012675.3 60 °C 40
R: CCG GAC TCC GTG ATG TCT AAGTACT
A9D F: ACA TTC AAT CTC GGG AGA ACA NM._139192.2 60 °C 40
R: CCA TGC AGT CGA TGA AGA AC
NRE 2 F: CAC ATC CAG ACA GAC ACC AGT NM._ 031789.2 60 °C 40
R: CTA CAA ATG GGA ATG TCT CTG C
B-actin F: CAT TGT CAC CAA CTG GGA CGA TA XM_039089807.1 60 °C 40
R: GGA TGG CTA CGT ACA TGG CTG
- F: AT AA GCATGTGGT CITT!
Cyclophilin GGATGG CAAGCATGT GGT € © M19533 60 °C 40

R: CTT CTT GCT GGT CTT GCC ATT CCT

2.8. Statistical Analyses

The GraphPad Prism 8 program was used for statistical analysis of the obtained
experimental results. Shapiro-Wilk test was used to test data normality. Data are expressed
as means + SD. A one-way ANOVA, followed by post hoc Tukey tests, was used to
compare the treated groups to the control. The standard deviations of the 2~ #4CT equation
for the tested gene expression were determined according to the established procedure [19].
Significant differences set up was at p < 0.05 and p < 0.01.

3. Results
3.1. Body Weight and Insulin Resistance Confirmation

After 20 weeks, the animals assigned to different experimental diets did not show
significant differences in body weight or blood glucose level (Figure 2A,B). Although there
were no changes in the blood glucose level, insulin sensitivity expressed as HOMA-IR and
QUICKI indices were affected in all fructose supplemented groups (Figure 2C). Significant
differences in insulin sensitivity (p < 0.001) were observed between the control group (CON)
and all the other experimental groups. Additionally, fructose treatment in the male N6-HF
group worsened insulin sensitivity indices, compared with the group with basal n6/n3
ratio (Figure 2C).
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Figure 2. The influence of the treatments on body weight (A) and fasting blood glucose values (B). Insulin sensitivity was
assessed as insulin concentration and insulin sensitivity indices, HOMA-IR, and QUICKI (C). Values are means £ SD.
*p <0.05, *p <0.01, ** p < 0.001 for HF, N6-HF, and DHA-HF groups versus the CON group and ### p < 0.001 for N6-HEF,
and DHA-HF groups versus the HF group. All values were compared between the groups within each sex.

3.2. Biochemical Parameters

The serum triglycerides in females of the HF group showed an increase, in comparison
with male rats fed an HF diet (Figure 3). When the fructose diet also contained DHA /EPA
supplementation, the high levels of serum triglycerides and cholesterol concentrations
returned to levels similar to those of the control group (p < 0.01).

| Biochemical parameters
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Figure 3. Influence of treatments on serum triglycerides (A) and cholesterol level (B). Values are
means + SD. * p < 0.05, ** p < 0.01, for HE, N6-HF, and DHA-HF groups versus the CON group and
#p <0.05, ## p < 0.01, ### p < 0.001 for N6-HF and DHA-HF groups versus the HF group.

3.3. Lipid Peroxidation and NRF 2 Expression

After 20 weeks of administrating a high-fructose diet, the values of MDA-TBARS
were increased in the serum of the HF and N6-HF groups but not in the DHA-HF group.
The results were the same for both sexes (Figure 4A). A significant decrease (p < 0.001) in
MDA-TBARS serum values was observed in the DHA-HF group, compared with the N6-
HF and HF groups in both sexes. The mRNA expression of NRF 2 decreased significantly
in the HF and N6-HF groups in comparison with the CON group, in both males and
females (p < 0.001) in adipose tissue (Figure 4B). In contrast, the DHA-HF group had NRF
2 expression similar to the values of the CON group.
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Figure 4. Effects of treatments on the lipid peroxidation measured as MDA-TBARS value in serum
(A) and antioxidative response as mRNA expression of NRF 2 in adipose tissue (B). Values are means
£ SD., *p <0.01, *** p < 0.001, **** p < 0.0001 for HF, N6-HF, and DHA-HF versus the CON group
and ### p < 0.001, ##HH# p < 0.0001 for N6-HF, and DHA-HF versus the HF group.

3.4. Expression of Inflammatory Markers and Adiponectin

In the adipose tissue, we investigated the expression of inflammatory adipokines,
tumour necrosis factor « (TNF «), and transforming growth factor 3 (TGF ) (Figure 5A,B).
An increase in TNF o expression was observed in the high-fructose-fed groups, compared
with the CON group in female rats (p < 0.01), while in male rats, the difference did not reach
a significant level. The DHA-HF female group had significantly lower TNF « expression in
comparison with the HF female group (p < 0.01).
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Figure 5. The gene expression of the inflammation markers TNF « (A) and TGF $ (B) in adipose
tissue. Values are means & SD, ** p < 0.01, *** p < 0.001, for HF, N6-HF, and DHA-HF versus the CON
group and # p < 0.05, ## p < 0.01, for N6-HF and DHA-HF versus the HF group.

The expression of TGF 3 was significantly increased (p < 0.01) in the HF group, in both
female and male rats. In the DHA-HF group, TGF 3 gene expression was significantly lower
in comparison with the HF group, in males and females (p < 0.05, p < 0.01, respectively).

The influence of high-fructose treatment was clearly visible on the expression of
adiponectin protein abundance in adipose tissue (Figure 6). Adiponectin expression
significantly decreased in the HF and N6-HF groups in male and female rats but not in the
DHA-HF group (p < 0.001). The DHA-HF group also had higher adiponectin expression
compared with the N6-HF and HF groups.
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Figure 6. Adiponectin protein abundance in adipose tissue was determined by Western blotting
relative to total protein. Values are means £ SD., ** p < 0.01, **** p < 0.0001 for HF, N6-HF, and
DHA-HF groups versus the CON group and # p < 0.05, ### p < 0.001 for N6-HF and DHA-HF groups
versus the HF group.

3.5. Delta 9 Desaturase Expression (A9D)

Quantitative PCR revealed a significant increase in A9 desaturase (stearoyl-CoA
desaturase-1) gene expression in adipose tissue in the high-fructose-fed male and female
rats (Figure 7B). The DHA supplementation in the diet showed a lowering effect on A9
desaturase expression in adipose tissue. The lowering effect was more pronounced in
female animals. The desaturation index (C16:1/C16:0) showed an increase in DNL in the
HF group and N6-HF group (Figure 7A). The positive effect of DHA supplementation was
observed in the decrease in A9 desaturase activity.
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Figure 7. Effects of treatments on the desaturase indices C16:1/C16:0 (A) and mRNA expression of
the A9 desaturase (B) in adipose tissue. Values are means & SD. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001,
**#** p < 0.0001 for HE, N6-HE, and DHA-HF groups versus the CON group and, ## p < 0.01, for N6-HF
and DHA-HF groups versus the HF group.

3.6. Adipose Tissue Fatty Acid Profile

The fatty acid composition of the adipose tissue is presented in a heat map (Figure 8).
The characteristic differences were an increase in the content of monounsaturated fatty
acids (MUFA) C16:1n7, C18:1n9, and C18:1n7. The influence of the treatments was also
observed in the content of important n6 and n3 PUFAs. The content of arachidonic acid
(ARA, C20:4n6) was significantly decreased in all treated groups, in both males and females
(p < 0.001). The content of EPA (C20:5n3) was significantly higher in the DHA-HF group
(p < 0.001). In addition, the content of EPA decreased significantly in the HF and N6-HF
groups (p < 0.05), compared with the CON group, in both sexes. Changes in ARA and
DHA content in the DHA-HF group resulted in a very high EPA /ARA ratio in this group
(Figure 8). The DHA-HF group showed a significantly (p < 0.01) higher EPA/ARA ratio in
comparison with the CON group in both sexes. The content of DHA (C22:6n3) decreased
significantly in the N6-HF and HF groups in comparison with the CON group, in both



Antioxidants 2021, 10, 2005

9of 14

sexes (p < 0.05). Additionally, the DHA-HF group had a significantly higher content of
DHA compared with the HF and N6-HF groups.
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Figure 8. The influence of the treatments on the fatty acid profile of the adipose tissue is presented as
a heat map. Values are means + SD. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001, for HF, N6-HF, and DHA-HF
groups versus the CON group and, ## p < 0.01, ## p < 0.001 for N6-HF and DHA-HF groups versus

the HF group.

4. Discussion

Obesity is nowadays widely accepted as a significant health problem worldwide,
and many studies are trying to elucidate the mechanisms associated with the diet and
the onset of obesity. However, there are still many unknowns connected with this highly
relevant and timely topic. The association of obesity and dysfunction of lipid metabolism
is acknowledged as an important factor related to the genesis of metabolic syndrome. In
the present study, long-term fructose administration via drinking water increased fasting
insulin values without an increase in the fasting glucose, indicating the early stages of
-cell dysfunction. This finding is not atypical in the early stages of obesity and metabolic
syndrome studies characterised by hyperinsulinemia without hyperglycaemia [20]. Dif-
ferent stages of progression to diabetes, characterised by different relationships between
insulinemia and glycaemia, are described in human diabetes [21]. Factors that could con-
tribute to the insulin sensitivity indices include study duration, dosage, and the type of diet
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used to induce obesity (fructose, sucrose, and fat), weight gain, age, and baseline insulin
sensitivity [22]. In addition, insulin sensitivity, determined by measuring HOMA-IR and
QUICKI indices, was affected in all fructose treated groups and in both sexes. Neverthe-
less, from the results of this study;, it is evident that a high n6/n3 ratio has a worse effect
on insulin sensitivity. It should be noted that insulin sensitivity expressed as HOMA-IR
and QUICKI indices cannot be considered as a replacement for direct measurement of
insulin resistance, but both provide a reliable approximation of direct measures of insulin
resistance in rodents and humans [23].

Although unexpected, a high-fructose diet did not cause a significant increase in body
weight, a finding similar to some previous studies [24-26]. Nevertheless, an important
observation was that in human studies with fructose-supplemented diets, in which body
weight did not increase, the deleterious effects on inflammation were still present [27,28].

Previous research established that fructose overconsumption causes the accumula-
tion of visceral fat [22,29], increases the production of pro-inflammatory adipokines, and
activates oxidative stress [30,31]. To evaluate oxidative stress as a key component of
metabolic syndrome, the concentration of MDA, as a biomarker of lipid peroxidation, was
measured [32,33], as well as NRF 2 expression, which is a key transcription factor with
a central role in the endogenous antioxidant cellular defence system. An increase in the
MDA concentration is a regular finding in various metabolic disorders [34], and therefore,
a marked increase in the serum MDA values was expected in this trial (Figure 3A). Nev-
ertheless, an interesting finding was that a low n6/n3 ratio attenuated an increase in the
MDA content, showing that DHA can exhibit antioxidative properties. The antioxidative
properties of DHA are still controversial due to the differences in the experimental de-
signs and dose-dependent effects (antioxidative in the smaller dosage and prooxidative
in the higher dosage) [35,36], and because the underlying molecular mechanisms are not
completely elucidated [37].

As previously established, the changes in NRF 2 expression are associated with
different metabolic disorders and inflammation [38]. In this study, fructose significantly
decreased the NRF 2 expression. Decreased NRF 2 activity caused by fructose over-
feeding was previously observed as a consequence of Keapl upregulation, which results
in inactivation of the NRF 2 antioxidant pathway [39]. The potential modulatory effect of
low n6/n3 ratio on NRF 2 expression and overall antioxidative defence was clearly visible
in the trial because groups with a low n6/n3 ratio reverted the NRF 2 expression to the
values of the control animals [40].

The results showed an increase in the expression of measured inflammatory markers,
TNF «, and TGF 3. These results are in accordance with the well-known fact that TNF «
and TGF p are increased in obesity and related metabolic diseases [41,42]. Moreover, in
obesity, infiltration of macrophages into adipose tissue results in the increased secretion
of proinflammatory cytokines which further contributes to insulin resistance [43]. It is
important to note that a low n6/n3 fatty acid ratio decreased the expression of measured
inflammatory markers to the value of the control animals. Although attenuation of the
increased expression of inflammatory markers was not visible in all groups, it is evident
that a low n6/n3 ratio can modulate chronic low-grade inflammation even in the early
hyperinsulinemic stage of metabolic syndrome. In recent decades, it has become obvious
that the long-chain n3 fatty acids (particularly DHA and EPA) could ameliorate inflamma-
tion associated with different disorders, but the underlying molecular mechanisms are still
heavily investigated [35]. The key mechanism of DHA and EPA anti-inflammatory action is
a decrease in the production of proinflammatory eicosanoids originating from arachidonic
acid [44] and an increase in the production of anti-inflammatory molecules originating
from EPA and DHA (e.g., resolvins, protectins, maresins) [45]. In addition, DHA and EPA
also have anti-inflammatory effects that are not directly related to eicosanoid production
including the influence on the cell surface expression of adhesion molecules [46], inhibition
of the synthesis of inflammatory cytokines [47,48], and modulation of the inflammatory
gene expression [49,50].
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In addition to inflammatory markers, the expression of adiponectin also reverted to
physiologic values in rats with a low n6/n3 ratio. Adiponectin is a specific hormone with
insulin-sensitising and anti-inflammatory activity and plays a role in glucose and lipid
homeostasis [51,52]. Thus, imbalance in adiponectin production in the adipose tissue and
in relation to oxidative stress could contribute to the development of insulin resistance and
consequently metabolic syndrome [22].

Diets enriched with easily absorbable carbohydrates, such as fructose, are able to
potently stimulate de novo lipogenesis DNL [53]. We measured DNL indirectly by calculat-
ing an index based on the fatty acids that are synthesised de novo: palmitoleic (C16:1n7)
and oleic (C18:1n9). The results showed increased DNL in all high-fructose-fed groups
in comparison with the CON group. C18:1n9 and C16:1n7 and total MUFA were found
in increased quantities in the adipose tissue of the high-fructose-fed groups, indicating
an increase in the A9 desaturase activity. Furthermore, A9 desaturase catalyses the con-
version of C16:0 and C18:0 fatty acids into their monounsaturated forms (C16:1n7 and
C18:1n9) [54,55]. We further investigated the calculated indices with RT-qPCR, which con-
firmed an increase in the quantity of A9 desaturase mRNA. The low n6/n3 ratio decreased
A9desaturase expression, which is in agreement with the well-established role of PUFAs
on the expression of A9 desaturase in rodents [18,56,57].

In contrast to MUFA, PUFA content was decreased after fructose treatment in both
sexes. The content of essential fatty acids, linoleic and linolenic acid, was also decreased in
other investigations with a high content of carbohydrates [18,58]. Linoleic and linolenic
acid are precursors for the synthesis of other important n3 and n6 fatty acids in the series of
steps of desaturation, elongation, and {3 oxidation. Therefore, a decrease in either of these
two acids results in the decreased content of important PUFAs—namely, ARA, EPA, and
DHA [18,59].

Considering PUFA content, EPA and DHA content decreased in the fructose-treated
groups, except for the group with the low n6/n3 ratio. This was expected, as the low n6/n3
ratio group had a high content of DHA and EPA in their diet.

The content of arachidonic acid (ARA) significantly decreased in all fructose-treated
groups. Arachidonic acid is a precursor for prostaglandins, thromboxanes, and leukotrienes,
and is considered a predominant proinflammatory PUFA [60]. In contrast, EPA is consid-
ered anti-inflammatory because it is a precursor for less inflammatory eicosanoids and
different resolvins, and is a competitive inhibitor of ARA for oxygenases (cyclooxygenase
and lipoxygenase). Consequently, the EPA / ARA ratio could be a significant indicator of
the degree of inflammatory processes and the development of inflammatory diseases [61].

5. Conclusions

In the present research, we established that the dietary treatment with 15% fructose-
induced significant changes in the expression of inflammatory markers, lipid peroxidation,
and fatty acid profile (decrease in EPA /ARA ratio and increase in MUFA content) in rat
abdominal adipose tissue. These changes undoubtedly point to the susceptibility to chronic
low-grade inflammation as a hallmark of many important metabolic and other chronic dis-
eases. The addition of high quantities of dietary DHA and EPA to the fructose-challenged
rats, which resulted in a drastic decrease in the n6/n3 ratio, showed a protective effect in
a defence mechanism against insulin resistance, inflammation, oxidation, dyslipidaemia,
and changes in the fatty acid composition of the rat adipose tissue. In light of the fact
that adipose tissue is a source of important PUFAs for other organs, as well as a source of
inflammatory cytokines, these changes could have an important role in the development
of many chronic diseases in humans and animals. Therefore, all dietary interventions,
including supplementation with DHA and EPA and decreasing the n6/n3 ratio, which
could attenuate these pathological changes in the adipose tissue, represent interesting
strategies in preventing metabolic diseases for which an unmet medical need still exists.
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ABSTRACT

We studied the influence of long-term treatment with eicosapentaenoic acid (EPA) and docosahexaenoic acid
(DHA) on the liver, and kidney lipogenesis, inflammation and antioxidative gene expression. Male Wistar rats were
divided into three groups on the basis of the different n6/n3 fatty acid ratios achieved by using different dietary
oil blends: the control (CON, n6/n3 ratio was ~7), the N6 group (n6/n3 ratio was ~50) and the DHA group (n6/n3
~1). Treatment significantly influenced the fatty acid profile of the liver and kidney tissues. The most characteristic
changes were an increased content of EPA and DHA in the DHA group in both tissues, of the kidney and liver. The
expression of transforming growth factor beta (TGF-) was downregulated in the liver tissue by long-term EPA/DHA
supplementation. This could be attributed to a decrease in the production of arachidonic acid-derived proinflammatory
mediators, and an increase in EPA and DHA derived eicosanoids. DHA and EPA supplementation also significantly
increased expression of the NRF 2 gene. This finding suggests that n3 PUFA could influence the activation of the
NRF 2 pathway, which is important in cell antioxidative defense. In conclusion, we have shown that long-term dietary
supplementation with DHA and EPA could influence lipid metabolism, inflammation and antioxidative defense.
Therefore, the long-term addition of dietary DHA and EPA could potentially influence the most important pathological
processes in aging.

Key words: n6/n3 ratio; NRF2; DHA; lipogenesis; oxidative stress; aging
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Introduction

Polyunsaturated fatty acids are an important
family of lipid compounds, which constitute and
influence the physical properties of lipid bilayers,
and consequently cell functions (LOPEZ et al.,
1995; CALDER, 2006; DAS, 2006). In addition,
they are precursors for inflammatory mediators,
and act as signaling molecules in cells (SHAIKH
and BROWN, 2013). Therefore, a change in the
composition of fatty acids could result in different
pathological processes in tissues (FRITSCHE,
2015; LEE et al., 2016). The fatty acid composition
of different tissues could be influenced by diet, de
novo lipogenesis and bioconversion. Fatty acids
derived from diet or generated de novo are further
metabolized by a series of highly regulated steps
of desaturation, elongation and b oxidation, into
different saturated and unsaturated fatty acids
(JUMP, 2009; TU et al., 2010). The bioconversion
rate of linolenic acid into the important n3
long chain PUFAs (polyunsaturated fatty acids,
eicosapentaenoic acid, EPA and docosahexaenoic
acid, DHA) is very low, which implies that a
certain percentage of these fatty acids must be
obtained from the diet (BRENNA, 2002). There
has been a great deal of research focused on the
potentially protective role of n3 PUFA, EPA and
DHA against cardiovascular diseases, different
metabolic disorders (diabetes, non-alcoholic fatty
liver disease), cancer, neurological disorders and
inflammatory processes, and related diseases
(BONAFINI et al., 2015; OPPEDISANO et al.,
2020). The alteration of the PUFA n6/n3 ratio in
favor of n3 PUFA could have an important role
in the prevention and treatment of metabolic
disorders, such as metabolic syndrome (MASEK et
al., 2018; STARCEVIC et al.; 2018, SAKAMURI
et al., 2020). Lipid metabolism also has an
important role in the aging process. There are many
scientific studies about the role of PUFA in the
development of senile changes in the nervous and
musculoskeletal systems, and the beneficial effects
of their supplementation on degenerative changes
during aging (LOPEZ et al., 1995; CUTULI et al.,
2016; LALIA et al., 2017).

The purpose of this study was to investigate the
influence of long-term supplementation with EPA
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and DHA on the liver and kidney lipid metabolism.
Our focus was on characterization of the efficiency
of a long-term diet with EPA/DHA for prevention
of oxidative and inflammatory injury during aging.

Materials and methods

Animals, experimental design, and diets. The
experiments were performed in accordance with the
Croatian Animal Welfare Act and were approved
by the Croatian National Ethics Committee and
the Ministry of Agriculture, Republic of Croatia
(authorization EP 107/2017). Animal experiments
were performed on 18 male, Wistar HAN rats
(initial live weight, 1706 g, 7 weeks of age).
The animals were kept in the animal laboratory
facility of the Institute for Medical Research
and Occupational Health, Zagreb, Croatia. After
2 weeks of acclimation, the rats were divided
according to the dietary treatment that included
different n6/n3 fatty acid ratios. Different n6/n3
ratios were obtained with the usage of sunflower/
linseed/fish oil blends. The resulting groups were:
control (CON, n6/n3 ratio was ~7), the N6 group
(n6/n3 ratio was ~50) and the DHA group (n6/n3
~1, supplemented with fish oil) (Table 1). The rats
were kept in polycarbonate cages (61 x 43 x 20 cm,
L x W x H) and housed under the conditions of a
12 h light/dark cycle at 254+2°C. Access to food
and water (tap water) was unlimited to all. The
rats were weighed in plastic containers at weekly
intervals, always at the same time (8 h), using an
electronic balance with 0.5g precision.

Sample collection. After 18 months the rats
were sacrificed under Narketan/Xylapan anesthesia
(Narketan, 80 mg kg! b.m. and Xylapan, 12 mg
kg!' b.m., ip., Vetoquinol, Bern, Switzerland)
followed by exsanguination. Blood was collected
by cardiac puncture into ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) tubes. Plasma was obtained by
centrifugation at 1500xg for 5 min. Immediately
after the animals were sacrificed, the liver tissue
was divided into two samples: (1) stored in an
RNA preserving agent (RNA later, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, USA) for extraction of
mRNA, and (2) frozen at -80°C for the fatty acid
analyses.
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Analysis of the lipid composition. Total lipids
from the liver and kidney tissue were extracted
using a chloroform/methanol mixture (2:1, v/v)
(FOLCH et al, 1957). After extraction, the
lipids were dried under N, dissolved in the same
mixture (150 pL) with the addition of 0.3 mg/mL
BHT, and stored at -80 °C. The analyses of fatty
acids were performed by GC-MS (QP2010 Ultra,

Shimadzu, Kyoto, Japan), equipped with a BPX70
capillary column (0.25 mm internal diameter, 0.25
um film thickness, 30 m long, SGE, Austin, TX,
USA). Analytical conditions were set as described
previously (MASEK et al., 2017). Nonadecanoic
fatty acid (C19:0) was used as an internal standard.
The results of fatty acid composition were expressed
as the percentage of total fatty acids.

Table 1. Fatty acid composition (% of fatty acids) of diets supplemented to the rats

Fatty acids CON N6 DHA
Palmitic (C16:0) 7.15 7.36 15.25
Stearic (C18:0) 2.76 2.21 4.25
Oleic (C18:1n9) 28.97 29.10 31.20
Linoleic (C18:2n6) 52.15 58.92 26.38
Linolenic (C18:3n3) 7.39 1.21 0.86
Eicosapentaenoic (C20:5n3) nd nd 9.05
Docosahexaenoic (C22:6n3) nd nd 10.95
n6/n3 ratio 6.92 48.69 1.26

nd, below quantification level

Desaturation indices. The A9 desaturase activity
was estimated as the product to precursor ratio: A9
(18) =18:1n9/18:0

Analysis of liver gene expression by real-time
quantitative PCR. Total RNA was isolated from the
frozen liver tissue using the SV Total RNA Isolation
System (Promega GMBH, Mannheim, Germany)
according to the manufacturer’s instruction. The
purity and quantity of the RNA samples were
checked by spectrophotometry (BioDrop pLITE,
BioDrop, Cambridge, UK). One step RT qPCR
reaction (One-Step SYBR PrimeScript RT-PCR
Kit II) of total RNA was conducted according to
the manufacturer’s manual (Perfect Real Time,
TaKaRa Bio Inc. Shiga, Japan). The qPCR was
performed using a Stratagene MxPro3005 (Agilent
Technologies, US and Canada) thermocycler. The
ratio of the relative expression of target genes to

Vet. arhiv 93 (6), 709-718, 2023

the housekeeping genes was calculated using the
AACt method (2024¢D) and values were normalized
to housekeeping genes, B-actin and cyclophilin
(LIVAK and SCHMITTGEN, 2001). All reactions
were performed in triplicate. The primer sequences
used in the qPCR reaction are listed in Table 2.

Statistical analyses. The experimental results
were analyzed using the GraphPad Prism 8 program.
Data were expressed as the means = SD. Normality
of distribution was tested with the Shapiro—Wilks
test. ANOVA and the post-hoc Tukey test were used
to determine statistical differences between the
group means. Standard deviations of fold changes
for the tested gene expression were determined
according to the established procedure (LIVAK
and SCHMITTGEN, 2001). Differences were
considered significant at P< 0.05.
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Table 2. Primer sequences and cycling conditions for polymerase chain reactions to evaluate the impact
of the treatment in gene expression

Gene Sequence 5’ - 3’ Access. No. [}rrrlrlll Cycles
F: AAT ACG TCA GAC ATT CGG GAA GCA NM 021578.2
TGFp - 60°C 40
R: AAT ACG TCA GAC ATT CGG GAA GCA
F: ACATTC AAT CTC GGG AGA ACA NM_139192.2
A9D - 60°C 40
R: CCATGC AGT CGA TGAAGAAC
F: CAC ATC CAG ACA GAC ACC AGT NM_031789.2
NRF2 - 60°C 40
R: CTA CAA ATG GGAATG TCT CTG C
F: CAT TGT CAC CAA CTG GGA CGATA XM _039089807.1
B-actin - 60°C 40
R: GGA TGG CTA CGT ACATGG CTG
- F: GGA TGG CAA GCA TGT GGT CTT TG
Cyclophilin M19533 60°C 40
R: CTT CTT GCT GGT CTT GCC ATT CCT

TGFp, Transforming growth factor beta; A9D, delta 9 desaturase; NRF 2, Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

Results

After 18 months, the animals assigned to the
different experimental diets showed significant
differences (P<0.05) in body weight (Fig. 1). There
was a significant weight reduction (P<0.05) in the
experimental groups in comparison to the CON

group.

600

Body weight (g)
w S A
o o o
T T 7

@ CON
@ N6
O DHA
200 I
18th month

Fig. 1. The influence of different n6/n3 fatty acid ratios
on the body weight of the experimental rats
Values are means = SD. *P<0.05 for N6, and DHA

versus the CON group
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Quantification of individual fatty acids revealed
significant differences between the experimental
and control groups in the liver tissue (Fig. 2). The
changes that were noticed in the liver tissue were:
a significant increase in C18:1n9 (P<0.05) and a
significant decrease in C18:2 n6 (P=0.05) in the N6
group compared to the CON group, and a decrease
in the content of arachidonic acid and an increase
in the content of DHA and EPA in the DHA group
compared to the CON group.

It is noteworthy that a very low content (below
quantification level) of EPA groups was observed
in the CON and N6 groups after 18 months. In
addition, differences between the N6 and DHA
groups were also observed. The DHA group had
significantly higher values for C18:2 n6 (P<0.05),
C20:5 n3 and C22:6 n3 (P<0.001) and a lower
content of C20:4 n6 (P<0.01).

Similar patterns were observed in the kidney
tissue in the experimental groups. In the N6 group,
a significant increase was visible in C 18:1n9
(P<0.001) and a significant decrease in C18:2
n6, C22:6 n3 and C20:5 n3 (P<0.05, P<0.01 and
P<0.01) in comparison to the DHA group.
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The desaturation index for C18 (C18:1n9/
C18:0) revealed a significant increase in the N6

group compared to the CON group (Fig. 2).
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Fig. 2. The influence of long-term supplementation with different n3/n6 ratios on the fatty acid profile
of the liver and kidney tissue

Values are means + SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, for N6, and DHA versus the CON group and #P<0.05,

##P<0.01, ###P<0.001, for DHA versus the N6 group
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In the liver tissue, we investigated the mRNA
expression of A9 desaturase, transforming growth
factor B (TGF ) and NRF2 (Fig. 3). Quantitative PCR
revealed a significant increase in the A9 desaturase
(steroyl-CoA desaturase-1) gene expression in the
liver tissue in the N6 group compared to the CON
and DHA groups (P<0.05) (Fig. 3). DHA/EPA

A9-desaturase (18)

4=

Relative mRNA
expression
S

-
[

(=]
1

Fig. 3. The effects of treatment on
mRNA expression of A9 desaturase,
inflammation marker (TGFf}) and
antioxidative response (NRF2)
in the liver tissue

Values are means + SD. *P<0.05,
**P<0.01, ***P<0.001, for N6, and
DHA versus the CON group and
#P<0.05, ##P<0.01, ##P<0.001, for the
DHA versus the N6 group

Discussion

The purpose of the present study was to assess
the effect of long-term EPA/DHA supplementation
on the fatty acid composition, inflammation, and
oxidative stress markers in liver and renal tissue.
The increase in lifespan leads to the emergence
of chronic diseases, including those of the
cardiac, immune, and nervous systems. In recent
decades, the beneficial impact of EPA and DHA
supplementation on the prevention of aging-related
changes has been observed (VALENCAK and
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supplementation in the diet showed a lowering effect
on the TGF B expression in the liver tissue. The
mRNA expression of NRF 2 decreased significantly
in the N6 group in comparison with the CON group
(P<0.05) in the liver tissue (Fig. 3). In contrast, the
DHA group showed a significant increase in NRF 2
expression in comparison to the CON group.
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RUF, 2011). Our study included 18 month long
EPA/DHA supplementation in order to study the
effects of a long-term low dietary n6/n3 ratio.

Experimental rats fed a low n6/n3 ratio showed
a significant reduction in body weight. Similar
results were already documented from chronic
feeding with a DHA-rich diet which reduced body
weight (FELIX-SORIANO et al.; 2021, YANG et
al., 2021). In our trial, we observed that long-term
supplementation with a low n6/n3 fatty acid ratio
(high quantities of DHA and EPA) changed the fatty
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acid composition of liver and renal tissue. EPA/
DHA supplementation decreased the content of
oleic acid and A9 desaturase expression, indicating
decreased de novo lipogenesis. This result
supports the well-established role of PUFAS in the
expression of A9 desaturase in rodents (HOFACER
et al., 2012; MASEK et al., 2017; ROSKARIC et
al., 2021).

Oxidative stress is recognized as a trigger for the
development of many different metabolic disorders
which are related to a prolonged lifespan, because
adaptive response to oxidative stress declines
with aging (LIGUORI et al., 2018). Therefore, we
studied the effect of prolonged feeding with EPA/
DHA on nuclear factor erythroid 2—like 2 (NRF2).
NREF2 is a transcriptional factor that has emerged
as the most important cellular defense pathway
against oxidative stress (CIGLIANO et al., 2019).
The potential effect of long-term EPA/DHA
supplementation on NRF 2 expression and overall
antioxidative defense was visible in our trial,
because supplementation increased NRF2 mRNA
expression in the liver tissue. Therefore, slowing
the aging process by regulating transcription factor
NRF?2 could be an interesting strategy to attenuate
age-related diseases (BRUNS et al., 2015;
ROSKARIC et al., 2021).

The content of arachidonic acid (ARA) was
significantly decreased in the liver and kidney
tissue in the group supplemented with EPA/DHA.
Arachidonic acid is a precursor for a variety of
bioactive lipid molecules that have an important role
in the development of inflammation. In contrast,
EPA-derived eicosanoids are less inflammatory,
therefore, the EPA/ARA ratio could be used as an
indicator of inflammatory processes. EPA content
was extremely low in 18-month-old rats (CON
group), as well as in the group fed a high n6/n3
ratio (N6 group). The supplementation with EPA/
DHA significantly improved the EPA/ARA ratio by
increasing the level of EPA in the liver and kidneys.

From the obtained results it is evident that
prolonged feeding with different PUFAs could
also influence the expression of TGFP, which
is a pleiotropic cytokine that plays an important
role in physiological tissue homeostasis, and
various pathological conditions (TOMINAGA and
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SUZUKI, 2019). The decrease in TGFf expression
observed in the DHA/EPA supplemented group
could be an indicator of the capability of DHA and
EPA to attenuate low-grade inflammation, which
is nowadays considered as a hallmark of many
metabolic diseases and tumors (MICCADETI et al.,
2016). The key mechanism of DHA and EPA’s anti-
inflammatory action is a decrease in the production
of ARA-derived proinflammatory mediators,
and an increase in the production of eicosanoids
originating from EPA and DHA, as well as EPA and
DHA-derived resolvins, protectins and maresins
(DUVALL and LEVY, 2016). Additionally, DHA
and EPA exert anti-inflammatory effects that are
not directly related to eicosanoid production, such
as: modulation of inflammatory gene expression
(CHANDRASEKAR and FERNANDES, 1994;
ROBINSON et al., 1996), their influence on the
cell surface expression of adhesion molecules (DE
CATERINA et al., 1994), and inhibition of the
synthesis of inflammatory cytokines (LO et al.,
1999).

Conclusions

The positive effects of n3 PUFA on health could
be attributed to many different pathways. Our trial
showed that among these different pathways, long-
term n3 PUFA supplementation could substantially
influence lipid metabolism, oxidation, and
inflammation. Therefore, the long-term addition of
dietary DHA and EPA could potentially influence
the most important pathological processes in aging.
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SAZETAK

Istrazivali smo utjecaj dugotrajnog dodatka EPA i DHA u hrani na ekspresiju gena upalnog odgovora, oksidacijski
status i lipogenezu. Muzjaci Wistar Stakora podijeljeni su u tri skupine: kontrolnu skupinu (CON, omjer n6/n3 bio je
~T7), skupinu N6 (omjer n6/n3 ~50) i DHA skupinu (n6/n3 ~1). Dodatak je znakovito utjecao na sastav masnih kiselina
tkiva jetre i bubrega. Najznakovitija promjena vezana je uz povecanje koncentracije EPA i DHA u tkivu bubrega i jetre
kod DHA skupine. Ekspresija TGFB smanjena je u tkivu jetre nakon dugotrajnog dodatka EPA/DHA. Takav uc¢inak
EPA i DHA dodatka u hrani povezuje se s njihovim pozitivnim utjecajem na sintezu protuupalnih eikozanoida. Dodatak
DHA i EPA takoder je znakovito povecao ekspresiju NRF2 gena. Ovo otkrice sugerira da n3 PUFA mozZze utjecati na
aktivaciju NRF2 puta koji je vazan u antioksidacijskoj obrani stanice. Rezultati su pokazali da dugotrajni dodatak
DHA i EPA moze utjecati na metabolizam lipida, upalu i antioksidacijsku obranu. Stoga bi dugotrajno dodavanje DHA
i EPA u hrani moglo pozitivno utjecati na sprjecavanje razvoja patoloskih procesa tijekom starenja.

Kljuéne rijeci: n6/n3 omjer; NRF2; DHA; lipogeneza; oksidacijski stres; starenje
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