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1. UVOD

Pretilost 1 s njom povezane zdravstvene implikacije, predstavljaju temeljne javnozdravstvene
probleme na globalnoj razini u suvremenom svijetu. Zbog toga posljednjih nekoliko desetljeca
govorimo o pretilosti kao epidemiji koja je zahvatila moderno drustvo (1, 2). Visak tjelesne masti
smatra se rezultatom takozvanog zapadnog stila zivota koji je obiljezen unosom hrane ve¢im od
koli¢ine potroSene energije u organizmu. Danas to smatramo jednim od klju¢nih izazova za
suvremenog Covjeka jer su promjene u metabolizmu masnog tkiva prediktivni faktor za razvoj

razli¢itih bolesti (3, 4).

1. 1. Epidemiologija i patogeneza pretilosti

Pretilost je kroni¢na, multifaktorijalna, metabolicka bolest karakterizirana prekomjernim
nakupljanjem masnog tkiva u organizmu. Svjetska zdravstvena organizacija definira pretilost kao
bolest u kojoj je visak masnog tkiva u organizmu toliki da ugrozava zdravlje pojedinca i predstavlja
globalni zdravstveni problem (5). Regulacija unosa i potroSnje energije u svrhu odrzavanja
energetske homeostaze sloZena je kaskada biokemijskih reakcija 1 procesa reguliranih hormonima

1 neuropeptidima (6, 7, 8).

U klinickoj praksi za procjenu pretilosti upotrebljavamo indeks tjelesne mase, ITM (prema engl.
Body Mass Index, BMI), koji dobro korelira s koli¢inom masnog tkiva, a izraCunava se na nacin da
se tjelesna masa pojedinca u kilogramima podijeli s tjelesnom visinom u metrima na kvadrat
(kg/m?). Dobivene vrijednosti potom kategoriziramo na sljede¢i nacin: pothranjenost (<18,5
kg/m?), normalna tjelesna masa (18,5-24,9 kg/m?), preuhranjenost (25,0-29,9 kg/m?) i debljina ili
pretilost (>30 kg/m?), koja se moze podijeliti u tri stupnja: od 30-34,9 kg/m? debljina prvog stupnja,
od 35-39,9 kg/m? drugog stupnja, a iznad 40 kg/m? debljina tre¢eg stupnja (9).

Za dodatnu procjenu nakupljanja visceralnog masnog tkiva koristimo mjeru omjera opsega struka
1 bokova (prema engl. waist hip ratio, WHR). Prekomjerno nakupljanje visceralnog masnog tkiva
predstavlja povecan rizik za oboljenje od metabolickih 1 kardiovaskularnih bolesti jer je

opc¢eprihvacen stav da su masne nakupine, smjeStene izmedu pojedinih visceralnih organa u



trbusnoj Supljini, metabolicki aktivnije 1 predstavljaju znacajno vecu opasnost za ukupno zdravlje
pojedinca od potkoznih masnih nakupina (10). Visceralno masno tkivo rezervoar je razlicitih
upalnih citokina 1 adipokina koji igraju vaznu ulogu u patogenezi metabolickog sindroma i

inzulinske rezistencije (11, 12).

Prema navodu Eurostata iz 2019. godine, Republika Hrvatska, od svih zemalja Europske unije,
imala je najvecu prevalenciju osoba s prekomjernom tjelesnom teZzinom pa je tako istrazivanje
pokazalo da je 65% odrasle populacije, koji su tada zivjeli u Republici Hrvatskoj, bolovalo od
pretilosti od cega je udio pojedinaca s debljinom bio 23%, a s preuhranjeno$¢u 42%. Prema
najnovijim podacima Eurostata iz 2022. godine uocen je pozitivni trend medu populacijom RH u
smislu pada prevalencije debljine na 17% 1 prekomjerne tjelesne mase na 41%. Te brojke su nas
smjestile na 9. mjesto u svijetu s udjelom od 58% odraslih osoba koje su imale prekomjernu

tjelesnu masu ili debljinu (Slika 1.1.).
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Energiju unosimo u obliku hrane, a troS§imo je bazalnim metabolizmom, termogenezom,
biosintezom masti 1 fizickom aktivno$c¢u koja je najpromjenjivija komponenta potro$nje energije i
ukljucuje energiju potrosenu na bilo kakvu tjelesnu aktivnost, pri cemu ukupna potrosnja energije
ovisi o koli¢ini fiziCke aktivnosti 1 utroS§ku energije potrebnom za tu aktivnost (13). Kada se unosi
veca koli¢ina energije nego Sto organizam tro$i, dolazi do povecanja tjelesne mase i razvoja
pretilosti jer se gotovo sav viSak energije pohranjuje u organizmu u obliku masti. Zbog toga
pretilost promatramo kao stanje u kojem energetski unos u organizam kontinuirano nadilazi
energetsku potroSnju. Etiologija pretilosti vrlo je slozena jer ukljucuje interakciju vise ¢imbenika.
Unos hrane 1 energetska potrosnja u ljudskom organizmu pod kontrolom su centara smjeStenih u
hipotalamusu 1 mozdanom deblu (8). Hipotalamus ima klju¢nu ulogu u kontroli apetita 1 unosa
hrane na naCin da integrira metabolicke 1 nutricijske signale prilagodavajuci unos hrane i potro$nju
energije trenutnim metabolickim potrebama (6, 7). Graden je od vise jezgara koje su osjetljive na
nutrijente 1 hormone. U lateralnim jezgrama hipotalamusa smjeSten je centar za glad, a u
ventromedijalnim jezgrama centar za sitost. Neuroni, koji polaze iz arkuatne jezgre hipotalamusa,
dijele se u dvije vrste prema svojoj funkciji, ovisno poticu li ili suprimiraju unos hrane. Neuroni,
koji oslobadaju neuropeptid Y (prema engl.neuropeptide Y, NPY) 1 Aguti-srodan peptid (prema
engl. agoutirelated protein, AgRP), stimuliraju unos hrane, a neuroni koji oslobadaju
proopiomelanokortin (prema engl. proopiomelanocortin, POMC) te kokain- 1 amfetamin-
regulirajuéi transkript (prema engl. cocaine- and amphetamine-regulated transcript, CART)
inhibiraju unos hrane (14). U mozdane centre s periferije dolaze razliCiti podrazaji, glukoza, leptin,
grelin, adiponektin, rezistin 1 inzulin, koji utjecu na sintezu neuropeptida u hipotalamusu (15).
Leptin djeluje na nain da aktivira neurone POMC/CART 1 istovremeno inhibira neurone
NPY/AgRP, §to u konacnici dovodi do smanjenog unosa hrane i povecanja energetske potrosnje.
Grelin, ima suprotno djelovanje od leptina 1 aktivira neurone NPY/AgRP, §to rezultira porastom

unosa hrane 1 smanjenjem energetske potrosnje (14, 15).



1.2. Pretilost i poremecaj reproduktivne funkcionalnosti

Mehanizmi, kojima pretilost utjece na funkcije reproduktivnog sustava, nisu do kraja razjasnjeni,
ali uvrijezen je stav da vaznu ulogu imaju funkcionalni hiperandrogenizam 1 hiperinzulinemija
udruzena s inzulinskom rezistencijom (16). Povecana koncentracija inzulina u krvi suprimira
jetrenu sintezu globulina koji veze spolne hormone (prema engl. sex-hormone binding globulin,
SHBG). Zbog smanjenja razine SHBG-a, povecava se razina funkcionalnih androgena, koji
prematurne folikule vode u atreziju, S$to rezultira anovulatornim ciklusima (17). Stoga je
nakupljanje androgena glavni ¢imbenik koji vodi prema disfunkciji ovulacije zbog Cega su
oplodnja 1 implantacija otezani ili potpuno onemoguceni (18, 19, 20, 21). Jo§ davne 1934. godine
Stein 1 Leventhal opisali su poveznicu izmedu pretilosti i poremecaja reprodukcije. Nazvali su to
sindromom ,,0%“ prema engleskoj skracenici (engl. Overnourishment, Overproduction of insulin,
Ovarian confusion, Ovulation disruption) koji podrazumijeva prejedanje, prekomjerno stvaranje
inzulina, smetnje jajnika 1 poremecaj ovulacije (19). Leptin u fizioloskim uvjetima ometa
steroidogenezu u teka i granuloza stanicama jajnika simultano djeluju¢i kroz antagonizam
stimulacijskih faktora: inzulinu slicnog ¢imbenika rasta 1 (prema engl. Insulin like Growth Factor
1, IGF1), transformirajuceg faktora rasta  (prema engl. Transforming Growth Factor 5, TGF-B),
inzulina i luteiniziraju¢eg hormona (prema engl. Luteinizing hormone, LH). Pretilost karakterizira
leptinska rezistencija, u sklopu koje dolazi do izostanka fizioloskih funkcija leptina, pa se javljaju
poteskoe u odabiru dominantnog folikula 1 maturacije oocite (22, 23, 24). Na razini
reproduktivnog sustava povecano nakupljanje masnog tkiva negativno utjece na ovulaciju, ali
remeti 1 ostale funkcije Zenskog spolnog sustava: endometrijski ciklus, implantaciju embrija 1
razvoj ploda (25). Prema dosadaSnjim istrazivanjima, pretilost tijekom trudno¢e smanjuje masu
fetusa 1 posteljice te dovodi do redistribucije masnog tkiva, smanjujuci koli¢inu subkutanog, a
povecavajuci koli¢inu smedeg, visceralnog i perigonadalnog masnog tkiva (26). Tijekom trudnoce
maternica prolazi kroz iznimne promjene, prvenstveno u smislu povecanja. Ocuvanje normalne
funkcije maternice od iznimne je vaznosti za urednu implantaciju, trudnocu 1 porod. Osim
promjena na molekularnoj razini, pretilost uzrokuje 1 morfoloske promjene reproduktivnih organa,
primarno maternice, Sto predstavlja bitan faktor u ograni¢avanju mogucnosti oplodnje,
implantacije 1 zadrzavanja trudnoce (27, 28). Promjene maternice, koje su posljedica pretilosti i

dijabetesa, nisu dovoljno proucavane. Najvise istraZzivanja odnosi se na proucavanje kontraktilnosti
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maternice (29, 30, 31) 1 hipoteze da pretilost uzrokuje promjenu mikrookoliSa maternice, odnosno
inzulinsku rezistenciju maternice (32). Studije na ljudima ukazuju na to da pretile prvorotkinje
imaju Cak izraZenije kontrakcije, ali ¢eS¢e ne ulaze u aktivnu fazu poroda i porod se zavrSava
carskim rezom (30). 1z navedenog, vidljiva je vaznost analize utjecaja pretilosti tijekom trudnoce
na morfoloske promjene 1 izrazajnost biokemijskih markera u maternici i masnom tkivu kako bi se
doprinijelo potpunom razumijevanju utjecaja pretilosti na promjenu funkcije 1 naruSavanje
homeostaze maternice. Ovo istrazivanje, analiziraju¢i povezanost prehrane s morfoloSkim 1
funkcionalnim promjenama maternice 1 masnog tkiva, daje uvid u dosad neistrazene korelacije

izmedu prehrambenih ¢imbenika 1 reproduktivnog zdravlja.

1. 3. Morfologija i fiziologija masnog tkiva

Masno tkivo je lipidni spremnik koji skladisti trigliceride uslijed pove¢anog unosa energije i koristi
te zalihe u razdobljima smanjenog unosa hrane u organizam (33). Radi se o vrsti vezivnog tkiva
koje je gradeno vec¢inom od masnih stanica adipocita te u manjem udjelu preadipocita, fibroblasta,
endotelnih stanica 1 mnostva imunoloskih stanica poput makrofaga masnoga tkiva (prema engl.
adipose tissue macrophages, ATM). Ravnoteza svih stanica, koje grade masno tkivo, usko je

povezana s odrzavanjem energetske homeostaze.

1. 3. 1. Vrste masnog tkiva

S obzirom na smjestaj i ulogu u organizmu, razlikujemo nekoliko vrsta masnog tkiva. Smede
(prema engl. Brown Adipose Tissue, BAT), bijelo (prema engl. White Adipose Tissue, WAT) 1
ruzicasto masno tkivo (prema engl. pink fat, PF) (33, 34, 35).

Smede masno tkivo

Smede masno tkivo gradeno je od mnostva lipidnih kapljica unutar jednog adipocita i1 sadrzi veliki
broj mitohondrija (34, 35), te je vaskularizirano, §to mu omogucava visoku razinu proizvodnje
topline (36, 37). Naime, smede masno tkivo ima zna¢ajnu ulogu u termogenezi buduc¢i da sadrzava

termogenin, iz obitelji mitohondrijskih transporterskih proteina lokaliziranih u unutarnjoj
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membrani mitohondrija, a koji onemogucuju oksidacijsku fosforilaciju, $to u konacnici rezultira
izostankom proizvodnje adenozin tri fosfata (prema engl. adenosine triphosphate, ATP) (37).
Termogenin je zasluzan za proizvodnju 1 otpuStanje energije u obliku topline (37). Oslobodene
masne kiseline unutar adipocita se, uz potrosnju kisika, intenzivno metaboliziraju pri cemu dolazi
do proizvodnje topline, koja zagrijava cirkuliraju¢u krv, 1 na taj nacin se prenosi kroz tijelo (36,
37). Koli¢ina i aktivnost BAT-a u negativnoj je korelaciji s [ITM, odnosno smatra se da bi smanjenje
aktivnosti BAT-a moglo biti povezano s povefanim nakupljanjem WAT-a, koje je najvaznije

skladiSte masti, a povezano je s pretilos¢u 1 inzulinskom rezistencijom (37, 38).
Bijelo masno tkivo

WAT ima bitnu ulogu u regulaciji metabolizma. Sastoji se od stromalne vaskularne frakcije (prema
engl. stromal vascular fraction, SVF) koja sadrzi visoko potentne, metabolicki aktivne i
imunoloske stanice uklopljene u izvanstani¢ni matriks, zbog ¢ega je to tkivo iznimno plasti¢no i
kao takvo vrlo brzo se mijenja i prilagodava, ovisno o prehrambenim navikama, §to povezujemo s
hipertrofiénim 1 hiperplasticnim promjenama adipocita (39). Povecani unos hrane uzrokuje
povecanje stanica u SVF, §to u konacnici negativno djeluje na metabolizam. Ovo je tkivo
specijalizirano za skladiStenje masti u obliku triglicerida te je kao takvo gradeno od velikih stanica,
koje sadrze jednu veliku kapljicu ispunjenu mastima, a koja ispunjava gotovo cijelu stanicu,
gurajuéi jezgru i citoplazmatske organele uz samu stani¢nu membranu (33, 34, 35). Tijekom
gladovanja, rezerve energije u obliku masnih kiselina oslobadaju se iz ovog masnog tkiva (40).
Bijelo masno tkivo ukljuceno je u proizvodnju i izlu¢ivanje hormona kao 1 u arhitekturu tjelesne
povrsine (40). Posredno, sekrecijom mnogih adipokina, hormona 1 citokina ima vaznu ulogu u
odrzavanju energetske homeostaze (40). Ovisno o polozaju u tijelu, razlikujemo visceralno masno
tkivo, koje obavija i1 podrzava unutraSnje organe, 1 subkutano masno tkivo, koje se nalazi ispod
koze i uglavnom je prisutno u podrucju abdomenu, bedara 1 straznjice gdje pridonosi toplinskoj
lipida. Visceralno masno tkivo rezervoar je velikog broja makrofaga, T-stanica, NK-stanica (prema
engl. natural killer, NK) 1 izluCuje viSe proupalnih citokina u usporedbi sa subkutanim, iz ¢ega
proizlazi da se povecanjem mase visceralnog masnog tkiva povecava sklonost upalnoj reakciji, a

time raste 1 rizik od metabolickih bolesti povezanih s pretilos¢u (37, 38, 41).



RuZicasto masno tkivo

Ruzicasto masno tkivo nalazi se u potkoznom masnom tkivu Zenki tijekom trudnoce i faze
laktacije. Sastoji se od alveolarnih epitelnih stanica mlijecnih zlijezda ¢ija je uloga proizvodnja 1
izlu¢ivanje mlijeka. Novi dokazi upuéuju na to da nastaje transdiferencijacijom potkoznih bijelih
adipocita tijekom trudnoce i postpartalno (42). Na taj nacin masno tkivo sudjeluje u formiranju
mlije¢ne zlijezde (43). Ta promjena, koja se naziva alveologeneza, ogranicena je na parenhim kroz
razvoj lobulo-alveolarnih Zljezdanih struktura koje luce mlijeko (44). Tijekom laktacijskog ciklusa,
koji obuhvaca trudnocu, laktaciju i involuciju, mlijecna Zlijezda prolazi kroz znac¢ajne morfoloske
1 funkcionalne promjene. Tijekom trudnoce, adipociti se povlace kako bi kreirali prostor za rast
mlije¢nih alveola koje se dodatno povecavaju tijekom laktacije. Za vrijeme involucije, adipociti
ponovno postaju vidljivi, a mlije€na Zzlijezda poprima izgled sli¢an onome prije trudnoce.
Pretpostavka je da se tijekom trudnoc¢e adipociti "stanjuju" oslobadanjem lipida u alveole, u svrhu
proizvodnje mlijeka, dok ih tijekom involucije ponovno apsorbiraju. Bijeli adipociti mlije¢ne
zlijezde mogu se transdiferencirati u epitelne stanice, koje lu¢e mlijeko tijekom trudnoce, a zatim
se nakon involucije vra¢aju u svoj izvorni adipocitni fenotip, ¢ime pokazuju iznimnu plasti¢nost.
Klju¢énu uloga adipocita u remodeliranju mlijecne Zlijezde tijekom laktacije, potvrduje nalaz
stanica s medufaznim fenotipom izmedu adipocita 1 alveolarnih struktura, pozitivnih na markere
alveogeneze 1 zrelih adipocita tijekom kasne trudnoce, konkretno 17.—18. dan kod miSeva (45). Uz
mlije¢nu komponentu, ruzi¢asto masno tkivo luci citokine (IL-6 1 TNF-alfa) te adipocitokine,
ukljucujuéi 1 leptin, koji se smatra kljuénim faktorom u razvoju pretilosti kod djece, Sto ukazuje da

postoji direktan utjecaj majcine prehrane na potomstvo (46, 47).

1. 3. 2. Raspodjela masnog tkiva u organizmu

Prema lokalizaciji u organizmu opisujemo dvije glavne vrste masnog tkiva. Subkutano masno tkivo
podrazumijeva sloj izmedu koze 1 aponeuroze te fascije misica. Unutrasnje masno tkivo objedinjuje
intratorakalno (ukljucuju¢i perikardijalno) 1 intraabdominalno masno tkivo (ukljucujuci
intraperitonealno 1 estraperionealno). Intraperitonealno masno tkivo sastavljeno je od dva odjeljka

koje €ine veliki omentum 1 mezenterij dok je ekstraperitonealno sastavljeno od preperitonealnog 1



retroperitonealnog masnog tkiva (33, 34, 35). Pojmom visceralno masno tkivo objedinjeno je

omentalno, mezenteri¢no i ekstraperitonealno masno tkivo.

BAT

{ \ p
Supraklavikularo
masno tkivo
N
Interskapularmo 7 \
Prednje
(subkutano)
Subkutano L
masno tkivo o’
-~ 0 O Mezenteri¢no y 24
VF | . (visceralno) -
Retroperitonalno 1 .\
A A \
> v \ Ingvinalno
\ GF / (subkutano)
GF T Ingvinalno
masno tkivo
WAT

Slika 1.3.1. Distribucija masnog tkiva kod ljudi i Stakorica (Izvor: preuzeto 1 prilagodeno 1z rada
Torres Irizarry 1 sur., 2022.) (48).

Dvije vrste masnog tkiva razlikuju se morfoloski i funkcionalno. Visceralno masno tkivo luci vise
proupalnih citokina, a subkutano masno tkivo rezervoar je leptina, adiponektina 1 protuupalnih
citokina. Osim toga, visceralno masno tkivo gradeno je od velikih inzulin-rezistentnih adipocita 1
ima dobro razvijenu vaskularizaciju 1 inervaciju. Ovo tkivo je osjetljivije na lipolizu 1 ima vecu
sposobnost nakupljanja makrofaga, T-stanica i NK stanica. Subkutano masno tkivo sastoji se od
manjih adipocita, dok su vaskularizacija, inervacija 1 stani¢na infiltracija u manjoj mjeri razvijene,
a sluzi kao skladiste energije koje se drenira sistemnim krvotokom (33, 34, 35). Perigonadalno
masno tkivo, kao dio visceralnog masnog tkiva, ima specificnu ulogu u reproduktivnom i
endokrinom sustavu. Smjesteno oko gonada (jajnici kod Zenki 1 testisi kod muskaraca), ovo tkivo
pokazuje visoku metabolicku aktivnost 1 klju¢no je za regulaciju reproduktivnih funkcija.
Perigonadalno masno tkivo je znacajan izvor leptina, hormona koji ima izravnu ulogu u modulaciji

osovine hipotalamus-hipofiza-gonade 1 utjece na plodnost (49, 50). Osim toga, ovo tkivo ima



visoku sposobnost lipolize, slicno drugim oblicima visceralnog masnog tkiva, te je povezano s
lucenjem proupalnih citokina i adipokina koji mogu utjecati na lokalnu i sistemsku upalu (51, 52).
Studije su pokazale da promjene u volumenu i funkciji gonadalnog masnog tkiva mogu biti
povezane s poremec¢ajima reproduktivnog sustava, poput policisti¢nih jajnika, smanjene plodnosti

1 komplikacija trudnoce (53, 54, 55, 56).

1. 3. 3. Endokrina funkcija masnog tkiva

Masno tkivo, osobito WAT, iznimno je metabolicki aktivno tkivo jer stvara i izlu¢uje mnogobrojne
bioaktivne peptide, adipokine, ¢iji utjecaj moZemo promatrati na lokalnoj razini koja
podrazumijeva autokrinu 1 parakrinu signalizaciju 1 sistemskoj, odnosno endokrinoj razini (39, 40,
41). Stromalna vaskularna frakcija masnog tkiva sadrZzava nekoliko visoko potentnih stanica,
ukljucujuci metabolicki aktivne 1 imunoloske stanice (preadipociti, fibroblasti, endotelne stanice,
dendriticke stanice, T-stanice, mastocite, granulocite i makrofage) koje su umetnute u izvanstanicni
matriks (33, 34, 35). Pretilost i povecani unos hrane bogate mastima i Se¢erima uzrokuju povecanje
broja stanica u SVF, ¢ime se razvija fenotip koji ima Stetne posljedice za metabolizam (36, 37, 38).
Osim toga, WAT je jedinstveno tkivo po svojoj plasti¢nosti, §to znaci da se vrlo brzo prilagodava
prehrambenom manjku, odnosno suvisku. Takva fleksibilnost ocituje se hipertroficnim 1
hiperplasti¢nim promjenama u adipocitima, §to je od iznimnog znacaja za regulaciju metabolizma

(44).

1. 4. Metabolicki poremecaji

1. 4. 1. Inzulinska rezistencija

Inzulin je hormon kojeg luci gusteraca, specifi¢no B-stanice Langerhansovih otoci¢a, a klju¢na je
komponenta u regulaciji metabolizma glukoze, lipida i proteina (57). Njegova glavna funkcija je
snizavanje razine glukoze u krvi omoguc¢avanjem ulaska glukoze u stanicu, gdje se koristi kao izvor

energije ili skladisti u obliku glikogena (58).



Funkcije inzulina

Inzulin regulira niz metabolic¢kih procesa, ukljucujuci:

1. Metabolizam ugljikohidrata: Inzulin stimulira unos glukoze u miSi¢ne 1 masne stanice
putem GLUT4 transportera (59). Osim toga, potiskuje glukoneogenezu i glikogenolizu u
jetri (60) (Slika 1.4.1.).

Inzulinska
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Slika 1.4.1. Uloga prijenosnika inzulina 4 (GLUT4) u inzulinskoj rezistenciji (Izvor: preuzeto 1
prilagodeno iz rada Stockli 1 Birnbaum, 2021.) (61).

2. Metabolizam lipida: Inzulin inhibira lipolizu u masnim stanicama, smanjujuci oslobadanje
slobodnih masnih kiselina u cirkulaciju te potice lipogenezu (62).
3. Metabolizam proteina: PotiCe sintezu proteina i inhibira njihovu razgradnju, Sto je klju¢no

za anabolicke procese (63).

Inzulinski receptor

Inzulinski receptor (prema engl.insulin receptor, IR) pripada obitelji receptor-tirozin-kinaza i nalazi

se na povrsini veéine stanica. Sastoji se od dvije a 1 dvije f podjedinice povezanih disulfidnim
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mostovima (64). Vezanjem inzulina na a-podjedinicu dolazi do autofosforilacije B-podjedinice, Sto

aktivira niz intracelularnih signalnih puteva (65).
Inzulinski signalni put
Inzulinski signalni put ukljucuje nekoliko kljuénih komponenti:

1. PI3K/AKT put: Aktivacija fosfatidilinozitol-3-kinaze (prema engl. Phosphatidyl 3 kinase,
PI3K) dovodi do fosforilacije 1 aktivacije protein kinaze B, poznatog i kao protein AKT, a
koji regulira glukozni metabolizam, sintezu lipida i proteina te stani¢nu proliferaciju (65).

2. RAS/MAPK (prema engl.The Ras/mitogen activated protein kinase) put: Ovaj put je
ukljucen u stani¢ni rast i diferencijaciju (66).

3. mTOR signalizacija: AKT aktivira mTOR kompleks (prema engl.Mammalian Target of

Rapamycin Complex 2) koji je kljucan za stani¢nu sintezu proteina i rast (67).
Inzulinska rezistencija

Inzulinska rezistencija oznaCava stanje u kojem stanice postaju neosjetljive na djelovanje inzulina,
Sto dovodi do poremecaja u metabolizmu glukoze 1 kompenzatorne hiperinzulinemije (68). Ovaj
poremecaj Cesto je povezan s pretiloscu, kroni¢nom upalom 1 akumulacijom lipida u jetri i miSi¢ima

(69). Glavni mehanizmi ukljuceni u razvoj inzulinske rezistencije ukljucuju:

1. Kroni¢nu upalu: Upalni citokini, poput TNF-a 1 IL-6, mogu poremetiti inzulinsku
signalizaciju inhibicijom fosforilacije inzulinskog receptora (70).

2. Mitohondrijsku disfunkciju: Akumulacija reaktivnih kisikovih spojeva moZe narusiti
inzulinski signalni put (71).

3. Poremecaje lipidnog metabolizma: Nakupljanje lipida u tkivima povezuje se sa smanjenom

osjetljivos¢u na inzulin (72).
Terapijski pristupi

U lijjecenju inzulinske rezistencije klju¢nu ulogu imaju promjene u Zivotnom stilu, poput redovite

tjelesne aktivnosti i uravnotezene prehrane. Farmakoloski pristupi ukljucuju primjenu inzulinskih
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senzibilizatora, poput metformina 1 tiazolidindiona, koji poboljSavaju osjetljivost stanica na inzulin

(73).

1. 4. 2. Leptinska rezistencija

Leptin je produkt OB (prema engl. obese, OB) gena koji je lociran na sedmom kromosomu, a tvore
ga tri egzona 1 dva introna. To je protein koji se sastoji od 146 aminokiselina, molekularne mase
16 kDa 1 ne prolazi posttranslacijsku modifikaciju. U literaturi je poznat kao ,,hormon sitosti‘.
Graden je od Cetiri a-uzvojnice (A, B, C 1 D) koje su rasporedene na nacin da su uzvojnice A1 B
paralelne kao i uzvojnice C 1 D. Paralelne uzvojnice spojene su dugim petljama AB i CD, a
antiparalelne uzvojnice B 1 C spojene su kratkom petljom BC. Duga CD petlja sadrzi jednu dodatnu
E uzvojnicu. Dva oCuvana cisteinska ostatka na C-terminalnom kraju (Cys 96 1 Cys 146) tvore
disulfidnu vezu koja je klju¢na za strukturnu stabilnost 1 bioloski uc¢inak leptina (74). Leptin se
najveim dijelom stvara i izlucuje iz adipocita i to iz stanica bijelog masnog tkiva (74). Manje
skeletnom miSi¢u, srcu, koStanoj srzi 1 hipofizi. Leptin i njegov receptor nalaze se i u Zelucanoj
sluznici ljudi. Leptin je stabilan u Zelucanom soku jer se ne udruzuje s makromolekulama niti se
proteoliti¢ki razgraduje (75). Zelu¢ani leptin se nakon obroka istovremeno otpusta u krv i u

zelucani sok.
Funkcije Leptina

Leptin u arkuatnoj jezgri hipotalamusa inhibira sintezu 1 oslobadanje NPY, jednog od najpotentnijih
stimulatora unosa hrane i pove¢ava razinu m-RNA proopiomelanokortina (POMC), anoreksigenog
neuropeptida ¢iji produkt, hormon stimulacije melanocita (prema engl.melanocyte stimulating
hormon, MSH) inhibira apetit te na taj nacin sudjeluje u odrzavanju energetske homeostaze (76,
77, 78). Istrazivanja provedena na miSevima, s nedostatkom NPY zbog mutacija, dokazala su da
leptin djeluje na unos hrane 1 energetsku potrosnju 1 drugim putevima, neovisnim o NPY. Preko
autokrinih ili parakrinih puteva, leptin potice lipolizu u bijelom masnom tkivu. Kontrolor je
ekspresije enzima, koji sudjeluju u oksidaciji slobodnih masnih kiselina, te tako regulira 1 sadrzaj
triglicerida u adipocitima (79, 80). Ovaj hormon smanjuje razinu inzulina i glukokortikoida, a
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povecava oslobadanje hormona rasta, kateholamina 1 hormona Stitnjace. Primjena glukokortikoida
u velikim koli¢inama dovodi do porasta ekspresije leptina in vivo 1 in vitro u ljudi, $to upucuje na
postojanje negativne povratne sprege izmedu leptina i glukokortikoida (81). Djeluju¢i na hormone
Stitnjace, leptin povecava energetsku potrosnju (82). Istrazivanja na glodavcima sugeriraju da je
leptin bitan za sintezu tireotropin-oslobadaju¢eg hormona (prema engl.tireotropin releasing
hormone, TRH) iz hipotalamusa (83, 84). Stimulacija simpaticke ziv€ane aktivnosti leptinom i
porast prometa noradrenalina u smedem masnom tkivu utjeCu na energetsku potrosnju.
Istrazivanjem na geneticki modificiranim mi§jim modelima kojima nedostaje leptin utvrden je
poremecaj u razvoju tipicnog smedeg masnog tkiva. Umjesto toga razvija se smede masno tkivo
nalik na bijelo masno tkivo, §to upucuje na ulogu leptina u adipogenezi smedeg masnog tkiva (85).
Prisutnost leptina u Zelucu u malim koli¢inama, upucuje na to da, osim u dugoroc¢noj regulaciji
energetske ravnoteze, sudjeluje s drugim probavnim peptidima 1 u kratkorocnoj regulaciji velicine
obroka (75). Smatra se da leptin povecava sposobnost odabira one hrane koja pruza zadovoljstvo i
tako posredno sudjeluje u regulaciji apetita (86). Sto se ti¢e aktivnosti probavnog sustava, efekti
leptina se o€ituju u smanjenju izlu€ivanja zelucane kiseline, pokretljivosti 1 praznjenja zeluca (86).
Leptin je proinflamatorni adipokin, hormon masnog tkiva, koji ima znac¢ajnu ulogu u perifemoj 1
centralnoj regulaciji reproduktivnih procesa, djeluju¢i na razvoj i1 funkciju posteljice 1 maternice
(87, 88), te regulirajuci endokrinoloske mehanizme koji utjecu na plodnost (89). Leptin preko NPY
izravno stimulira otpustanje gonadotropin oslobadaju¢eg hormona (prema engl. Gonadotropin
releasing hormon, GnRH), koji je klju€an u reprodukciji, te se njegovi agonisti koriste kao terapija
u svrhu smanjenja mioma maternice (90). Muski i1 zenski spolni hormoni imaju suprotno djelovanje
na ekspresiju leptina: estrogen je povecava, a testosteron inhibira. Smatra se da stimulacijski u¢inak
leptina na ekspresiju matriks-metaloproteinaze (prema engl.matrix metaloproteinase, MMP), u
kulturi humanih placentarnih stanica, ima klju¢nu ulogu u implantaciji (91). Buduc¢i da su leptinski
receptori izrazeni u maternalnoj decidui, leptin sudjeluje 1 u blastocisto-endometralnom dijalogu
ili odrzavanju feto-placentarne barijere (27, 92, 93). Uzimajuéi u obzir znacajnu ulogu leptina u
ranom embrionalnom razvoju i implantaciji, poremecaji metabolizma 1 funkcije leptina dovode se

u korelaciju s habitualnim pobacajima 1 posljedi¢no oteZanim ostvarivanjem uloge majke (93).
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Leptinski receptor

Leptinski receptor (prema engl. obesity receptor, Ob-R) je Clan obitelji citokinskih receptora klase
1 1 kodiran je genom DB (prema engl. diabetes, DB) koji je smjeSten na prvom kromosomu, a ¢ine
ga 18 egzona 1 17 introna i prvi je put identificiran kod misa. To je veliki protein s jednim
transmembranskim segmentom i izrazito visokim afinitetom za leptin (~0.7nM). Razlikujemo Sest
1izoformi ovog proteina i svaka je produkt alternativne dorade RNA. Izoforme receptora dijelimo
prema njihovim strukturnim razlikama u tri klase: duga, kratka i sekretorna, s tim da svaka
izoforma Ob-R receptora ima istu ekstracelularnu domenu koja veze ligand, a nalazi se na N-
terminalnom kraju proteina. Domena se sastoji od 816 aminokiselina 1 sadrZi Cetiri cisteinska
ostatka, slijed TrpSer-X-Trp-Ser te razli¢iti broj fibronektin 3 domena. Pet izoformi, ukljucujuci
dugu izoformu Ob-Rb 1 kratke izoforme kao S§to su Ob-Ra, Ob-Rc, Ob-Rd 1 Ob-Rf imaju
transmembransku domenu koja se sastoji od 34 aminokiseline. Intracelularna domena duge
izoforme sastoji se od 303 aminokiseline na C-terminalnom kraju, a intracelularna domena kratkih
izoformi sastoji se od 32-40 aminokiselina. Duge 1 kratke Ob-R izoforme, osim identicne
ekstracelularne i transmembranske domene, imaju 1 identican slijed prvih 29 aminokiselina koje
¢ine intracelularnu domenu. Duljina daljnjeg slijeda aminokiselina intracelularne domene ovisi o
alternativnoj doradi mRNA. Obzirom da Ob-Re izoforma ne sadrzi intracelularnu i
transmembransku domenu, izlucuje se u krvotok kao topljivi receptor 1 ona je vjerojatno rezultat
alternativne dorade transkripta DB gena ili uniStenja transmembranske domene Ob-R receptora.
Moze vezati leptin 17 1 na taj naCin regulirati njegovu koncentraciju u serumu. Ona sluzi kao
proteinski nosac, koji dostavlja leptin membranskim receptorima, koji potom prenose signal u
stanicu. Ob-Ra je najcesc¢a izoforma Ob-R receptora koja se moze naci u razlicitim tkivima poput
bubrega, pluca, jetre, slezene 1 makrofaga. Duga izoforma (Ob-Rb) je uglavnom izraZzena u
hipotalamusu gdje sudjeluje u odrzavanju energetske homeostaze i regulaciji aktivnosti sekretornih
organa. Osim u hipotalamusu, relativno visoke razine mRNA za Ob-Rb su izrazene u razli¢itim
perifernim tkivima kao $to je masno tkivo, skeletni misici 1 jetra, Sto ukazuje na to da leptin
vjerojatno ima ulogu u perifernom metabolizmu lipida. Tijekom trudnoce, posteljica je primarno
mjesto proizvodnje leptina, ali su njegovi receptori takoder detektirani u pup€anoj vrpci, fetalnim
membranama 1 tkivu maternice, odnosno endometriju i decidui. U fizioloskim uvjetima vecina

receptora se nalazi unutar stanice dok je 5-25% prisutno na povrSini stanice. Vezanjem liganda za
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receptore dolazi do njihovog unosa u rane endosome preko vezikula oblozenih klatrinom nakon

Cega se receptor razgraduje ili se uc¢inkovito reciklira na stanicnu membranu (96).
Leptinski signalni put

Leptinski receptori smjeSteni su na membranama plazma stanica neurona i u interakciji s
gangliozidima prenose informaciju unutar stanice koja potom regulira funkciju neurona.
Hipotalamus integrira metaboli¢ke i nutricijske signale prilagodavaju¢i unos hrane i potroSnju
energije trenutnim metabolickim potrebama (97). Receptor Ob-Rb sadrzi Cetiri tirozinska ostatka
(Tyr974, Tyr985, Tyr1077 1 Tyr1138), koji aktiviraju unutarstani¢ne signalne puteve, kao §to je
JAK/STAT (prema engl. Janus kinase/signal transducers and activators of transcription), zbog
¢ega je jedina potpuno aktivna izoforma receptora koja je u moguénosti prenijeti aktivacijski signal
u stanicu (96). Nakon vezanja leptina za Ob-Rb receptor, dolazi do konformacijske promjene
strukture receptora koja dovodi do translokacije enzima Janus kinaza (JAK) iz citoplazme na
receptor pri ¢emu se one aktiviraju 1 zapo€inju svoju kinaznu aktivnost fosforilirajuci tirozinske
ostatke drugih JAK proteina i Ob-Rb receptora. Fosforilacija Tyr1138 ostatka omogucuje proteinu
STAT3 da se veze za receptor. Proteini STAT (STAT1, STAT3, STATS, STAT6) postaju supstrat za
kinazu JAK2 koja ih fosforilira. Fosforilacija STAT3 dovodi do njegovog otpustanja s receptora,
dimerizacije i translokacije u jezgru gdje ti proteini sluze kao transkripcijski faktori koji stimuliraju
specificni genski izrazaj (97). Opisani su i1 drugi signalni putevi. Jedan od takvih je PI3K
(fosfatidilinozitol-kinaza)/PDE3B (fosfodiesteraza 3B)/cAMP koji u suradnji s JAK2/STAT ¢ini

vazan element leptinskog prijenosa signala u hipotalamusu (98) (Slika 1.4.2.).
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Slika 1.4.2. Leptinski signalni put (Izvor: preuzeto i prilagodeno iz rada Barman 1 sur., 2024.)
99)

Kada je ometen signalni put leptina do mozga, poremecen je osjecaj sitosti i dolazi do
prekomjernog unosa kalorija. To je fenomen leptinske rezistencije u pretilih koja je posredovana

inzulinom (100).

Leptinska rezistencija oznaCava stanje u kojem tjelesne stanice, posebno neuroni u hipotalamusu,
postaju neosjetljive na djelovanje leptina, hormona kojeg izluCuju adipociti. Leptin igra klju¢nu
ulogu u regulaciji energetskog balansa putem supresije apetita i stimulacije potroSnje energije. U
uvjetima leptinske rezistencije, unato¢ povisenim razinama leptina u cirkulaciji, ove fizioloSke

funkcije su naruSene, §to moze pridonijeti razvoju pretilosti i povezanih metaboli¢kih poremecaja.

Jedan od glavnih uzroka leptinske rezistencije je kroni¢na upala koja se Cesto povezuje s pretiloScu.
Upalni citokini, poput interleukina-6 (IL-6) 1 tumorskog nekroznog faktora-alfa (TNF-a), mogu

poremetiti leptinske signalne puteve blokiranjem aktivacije signalnog transdukcijskog puta JAK2-
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STAT3 u hipotalamusu (101). Nadalje, prekomjerno nakupljanje slobodnih masnih kiselina u

hipotalamusu moze izazvati lipotoksi¢nost, koja dodatno narusava osjetljivost na leptin (102).

Jo$ jedan vaZzan mehanizam ukljucen u leptinsku rezistenciju je disfunkcija transporta leptina preko
krvno-mozdane barijere. Studije pokazuju da visoke razine triglicerida u krvi mogu inhibirati ovu

prijenosnu funkciju, ¢ime se smanjuje dostupnost leptina hipotalamusu (103).

Povecana aktivacija supresora signalne transdukcije 1 transkripcije proteina (SOCS3) predstavlja
jo$ jedan klju¢ni faktor u razvoju leptinske rezistencije. SOCS3 je induciran leptinskom
signalizacijom 1 djeluje kao negativni regulator JAK2-STAT3 puta, stvaraju¢i povratnu inhibiciju

signalizacije (104).

Kroni¢na konzumacija visokokaloricne prehrane, bogate mastima 1 Se¢erima, znacajno doprinosi
razvoju leptinske rezistencije. Prehrana ove vrste uzrokuje nakupljanje masnog tkiva i povecanje

razine cirkuliraju¢eg leptina, $to vodi do desenzitizacije leptinskih receptora (105).

U terapijskom smislu, potencijalni pristupi za prevenciju ili lijeCenje leptinske rezistencije
ukljucuju promjenu zZivotnog stila, poput smanjenja tjelesne mase, povecanja tjelesne aktivnosti i
unosa prehrane bogate vlaknima (106). Nadalje, farmakoloski tretmani usmjereni na poboljSanje
prijenosa leptina preko krvno-mozdane barijere ili modulaciju SOCS3 signalnog puta pokazuju

obecavajuce rezultate u predklinickim istrazivanjima (107).

1. 4. 3. Mitohondrijska disfunkcija u pretilosti

Mitohondrijska disfunkcija ima klju¢nu ulogu u razvoju pretilosti i povezanih metaboli¢kih
poremecaja. Mitohondriji su odgovorni za proizvodnju adenozin trifosfata (ATP) putem
oksidativne fosforilacije, a njihova disfunkcija moze dovesti do smanjenja energetske uc¢inkovitosti
1 povecane proizvodnje reaktivnih kisikovih spojeva (ROS), §to doprinosi razvoju inzulinske
rezistencije 1 pretilosti (108). U kontekstu pretilosti, proteini razdvajanja (prema engl.uncoupling
proteins, UCP) imaju znaCajnu ulogu u regulaciji energetskog metabolizma, prvenstveno
moduliraju¢i ucinkovitost mitohondrijske oksidativne fosforilacije 1 potro$nju energije. Njihova
funkecija je prekid veze izmedu prijenosa elektrona i sinteze ATP-a, omogucujuci protonsko curenje

preko unutarnje mitohondrijske membrane 1 time rasprSivanje energije u obliku topline umjesto
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njenog skladiStenja kao ATP-a. Ovaj proces je kljuan za termoregulaciju i metaboli¢ku
fleksibilnost te moze utjecati na potro$nju energije i otpornost na pretilost. U smedem masnom
tkivu, mitohondriji imaju jedinstvenu ulogu u proizvodnji topline, Sto se odvija kroz aktivnost
UCP1. Ovaj protein omogucuje zaobilazenje ATP sintaze (FOF1), ¢ime se protonski gradijent ne
koristi za sintezu ATP-a, ve¢ se energija oslobada kao toplina (109). To je klju¢no za adaptivnu
termogenezu, posebno kod novorodencadi i tijekom hladne adaptacije. UCP3, koji se takoder
nalazi na unutra$njoj mitohondrijskoj membrani, dijeli sli¢cne funkcionalne karakteristike s UCP1,
ali je prisutnost UCP3 u BAT-u znatno manja, a njegova to¢na bioloSka uloga joS uvijek nije
potpuno razjaSnjena (110). Pretpostavlja se da UCP3 ima zaStitnu funkciju u sprjeCavanju
oksidativnog stresa, regulaciji masnih kiselina i metabolicke fleksibilnosti (111, 112). Kod
pretilosti, smanjena aktivnost UCP-a moze dovesti do smanjene potroSnje energije i povecanog
skladiStenja lipida, Sto pogoduje razvoju metaboli¢kih poremecaja (113). S druge strane, povecana
ekspresija UCP1 1 UCP3 mogla bi predstavljati terapijski cilj za povecanje energetske potrosnje i
smanjenje masnog tkiva (114), ¢ime bi se moglo utjecati na prevenciju 1 lijeCenje pretilosti. (Slika

1.4.3).
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Slika 1.4.3. Mehanizam djelovanja UCP1 i UCP3 proteina na stvaranje i oslobadanje energije u
mitohondrijima smedeg masnog tkiva. [zvor: preuzeto i prilagodeno iz rada Pohl i sur., 2019. (109).
Legenda: OMM vanjska membrana mitohodrija (prema engl. outer membrane of mitochondria),
IMS medumembranski prostor (prema engl. intermembrane space), IMM unutarnja
mitohondrijska membrana (prema engl.inner mitochondrial membrane), ETC kompleksi lanca
prijenosa elektrona (prema engl. electron transport chain complexes).

UCP1 je prvenstveno izrazen u smedem masnom tkivu i odgovoran je za termogenezu bez drhtanja,
proces kojim se energija iz hranjivih tvari pretvara u toplinu umjesto u ATP, ¢ime se povecava
potrosnja energije 1 smanjuje nakupljanje masnog tkiva, §to je klju¢no u prevenciji pretilost (115).
Studije su pokazale da je ekspresija UCP1 regulirana hladno¢om 1 hormonima §titnjace, Sto ukazuje
na njegovu ulogu u prilagodbi na niske temperature i metabolizmu energije (116, 117). Smanjena
aktivnost ili ekspresija UCP1 smanjuju¢i termogenezu, moze dovesti do smanjenja energetske

potrosnje, Sto rezultira pove¢anom akumulacijom masti i pridonosi razvoju pretilosti (118, 119).

UCP3 se uglavnom nalazi u skeletnim misi¢ima i, u manjoj mjeri, u smedem masnom tkivu (120).

Iako njegova tocna funkcija nije u potpunosti razjasnjena, smatra se da UCP3 sudjeluje u regulaciji
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oksidacije masnih kiselina 1 smanjenju stvaranja reaktivnih kisikovih spojeva (prema engl. reactive
oxygene compounds, ROS) unutar mitohondrija pa tako poremecaji u funkciji UCP3 mogu
rezultirati smanjenom oksidacijom masnih kiselina i poveanom proizvodnjom ROS-a, Sto
doprinosi razvoju inzulinske rezistencije 1 pretilosti (109). Povecana ekspresija UCP3 zabiljezena
je tijekom gladovanja i nakon vjezbanja, Sto sugerira njegovu ulogu u prilagodbi na povecanu
dostupnost masnih kiselina 1 energetskim zahtjevima te se smatra da moze poboljSati oksidaciju
masnih kiselina 1 smanjiti nakupljanje lipida u misi¢ima, $to doprinosi boljoj osjetljivosti na inzulin

1 smanjenju rizika od pretilosti (109).

Nedavne studije sugeriraju da modulacija aktivnosti UCP1 1 UCP3 moze biti potencijalna
terapijska strategija za lijeCenje pretilosti i povezanih metabolickih poremecaja. Na primjer,
aktivacija UCP1 u smedem masnom tkivu moze povecati potroSnju energije i smanjiti tjelesnu
masu, dok povecanje ekspresije UCP3 u skeletnim miSi¢ima moze poboljsati metabolizam lipida i

osjetljivost na inzulin (119, 109).

1. 5. Struktura i funkcija maternice: humani i Stakorski model

Maternica je Suplji, miSi¢ni organ u obliku kruske koji se nalazi unutar zdjeli€ne Supljine Zena.
Sastoji se od trokutastog tijela (corpus uteri), ¢iji je gornji dio poznat kao fundus uteri, kratkog
prijelaznog podrucja, koje se naziva isthmus uteri 1 vrata maternice, koji se obi¢no naziva cervix
uteri. Sa svake strane tijela maternice nalaze se rogovi koji funkcionalno povezuju maternicu s
jajovodima (121). Primarna uloga maternice je ¢uvanje oplodenog jajaSca i tijekom trudnoce
znacajno se povecava kako bi podrzala normalan razvoj fetusa. Ljudska maternica organizirana je
u nekoliko razli¢itih slojeva, od kojih svaki ima svoju jedinstvenu strukturu 1 funkciju: unutarnji
sloj sluznice ili endometrij, miSiéni sloj poznat kao miometrij i serozni sloj, odnosno perimetrij.
Endometrij sadrzi funkcionalni sloj (stratum functionalis) u kojem se nalaze cjevaste zlijezde
(glandulae uterinae) 1 sloj vezivnog tkiva (lamina propria). Epitel, unutar endometrija, je
jednoslojni cilindri¢ni epitel 1 sastoji se od trepetljikavih 1 Zljezdanih stanica. Uz miometrij je
bazalni sloj (stratum basalis) koji ostaje nepromijenjen tijekom cijelog menstrualnog ciklusa.

Miometrij je najdebl;ji sloj, karakteriziran snopovima glatkih miSi¢nih stanica, koji sadrZe unutarnje
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kruzne 1 vanjske uzduzne slojeve glatkih miSi¢a, a odvojeni su vezivnim tkivom. Perimetrij je

serozna membrana koja obavija vanjski dio maternice (34, 35.) (Slika 1.5.1.).

Slika 1.5.1. Histoloski presjek humane maternice obojene hematoksilin-eozin bojom. Legenda: P -
perimetrij, M - miometrij, 1 - vanjski sloj miometrija, 2 - unutarnji sloj miometrija, E - endometrij.

Zenke Sprague Dawley $takorica postaju spolno zrele sa 65 dana starosti te su plodne tijekom cijele
godine. Trajanje gestacije u ovih zivotinja je 21 do 22 dana, a sposobni su okotiti do 12 mladuncadi
(122). Period laktacije traje tri tjedna nakon ¢ega mladunci prelaze na standardnu prehranu. Tri do
Cetiri dana nakon toga perioda, zenke ponovo zapocinju s reproduktivnim ciklusom. Reproduktivni
ciklus Zenke Stakora naziva se estrusom 1 sastoji se od Cetiri faze: estrusa, metestrusa, diestrusa i
proestrusa. Srednja duljina trajanja ciklusa je Cetiri dana i tako kratak ciklus €ini Stakora idealnim
zivotinjskim modelom za istrazivanje poremecaja reproduktivnog ciklusa (123). Za odredivanje
etape reproduktivnog ciklusa u Stakora najceSce se upotrebljava metoda vaginalnih briseva, koja
se temelji na odnosima izmedu tri tipa stanica, koje se promatraju u vaginalnim brisevima:
oroznjele stanice, epitelne stanice i leukociti. Procjena poremecaja reproduktivnog ciklusa takoder

se temelji na pregledu vaginalnih briseva (124).
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U usporedbi morfologije maternice ljudi 1 glodavaca ocite su sli¢nosti, Sto Stakore ¢ini vrijednim
modelima za proucavanje molekularnih karakteristika Zenskog reproduktivnog sustava. Unatoc
tome, bitno je uociti neke primarne razlike, kao §to je dvorogi oblik maternice Stakora i izostanak
menstruacije kod Stakora (125). Osim toga, normalni ciklus glodavaca je poliestrusni, traje 4-5
dana i obuhvaca Cetiri faze: proestrus, estrus, metestrus i diestrus (123) Sto se razlikuje od ljudskog

menstrualnog ciklusa koji traje 28 dana 1 ukljucuje izmjeni¢ne folikularne 1 lutealne faze.

Makroskopski, maternica Stakora podijeljena je na dva izduzena roga maternice, koji se spajaju u
cerviks, koji se sastoji od dva kanala (po jedan za svaki rog), a oba se nastavljaju u lumen maternice.
Histoloski pregled maternice Stakora jasno otkriva podjelu njenog tkiva u tri sloja, Sto odrazava
strukturu videnu kod ljudi. Medutim, znacajne histoloSke razlike izmedu maternice Stakora 1
covjeka primarno se uocavaju u tijelu maternice (corpus uteri) i supravaginalnom dijelu cerviksa

(125) (Slika 1.5.2.).

Zenski reproduktivni sustav ovjeka Reproduktivni sustav Zenki glodavaca

fundus (dno maternice)

* miometrij
» endometrij

jajovod

» jajnik

* rog maternice

* Spoj maternice

‘ » endocerviks cerviks
jajnik - ektocerviks *(grli¢ maternice)
ligament N vacina » vagina (rodnica)

o » klitoralna

(rodnica) Zlijezda

Slika 1.5.2. Usporedna ilustracija reproduktivnih sustava kod ljudi i Stakora, Preuzeto i prilagodeno
1z rada Chumduri 1 Turco, 2021. (126).

Endometrij maternice Stakora sastoji se od unutarnjeg sloja epitelnog tkiva, smjeStenog iznad
lamine proprije, osjetljivog sloja vezivnog tkiva. Endometrijski epitel sastoji se od sekretornih 1
trepetljikavih stanica, koje karakteriziraju jezgre smjestene u njihovim bazalnim regijama, koje

okruzuju lumen maternice stvarajuci nabore. Tijekom razli¢itih faza estrusnog ciklusa, struktura
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endometrija prolazi kroz promjene, ukljucuju¢i varijacije u debljini, rastezljivosti, sekretornoj i
mitotickoj aktivnosti i razli¢itim hormonalnim reakcijama. Miometrij unutar stijenke maternice
sastoji se od unutarnjeg kruznog i vanjskog uzduznog sloja glatkih misiénih vlakana, proSaranih
vezivnim tkivom i zamr§enom mrezom krvnih Zila. Na vanjskoj strani maternice perimetrij tvori

seroznu ovojnicu (125, 127) (Slika 1.5.3.).

3 i S

Slika 1.5.3. Histoloski presjek maternice Stakora obojene hematoksilin-eozin bojom. Legenda: P -
perimetrij, M - miometrij, 1 - vanjski sloj miometrija, 2 - unutarnji sloj miometrija, E - endometrij.
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2. HIPOTEZA

Masna 1 slatka dijeta tijekom trudnoce utjece na morfoloske karakteristike adipocita 1 maternice
Sprague Dawley Stakorica u terminu poroda te uzrokuje znacajne promjene u izrazaju leptinskog

receptora 1 mitohondrijskih proteina razdvajanja u tkivu maternice.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Ciljevi ovog istrazivanja su usporedbom eksperimentalne (Stakori na standardnoj prehrani bogatoj
mastima 1 Secerima) i kontrolne (Stakori na standardnoj dijeti) skupine Zenki Sprague Dawley

Stakorica tijekom trudnoce utvrditi:

l. histoloske karakteristike 1 promjene (povrSinu, broj 1 klase) adipocita perigonadalnog,
visceralnog, smedeg i ruzi¢astog masnog tkiva kao posljedica masne 1 slatke prehrane tijekom

trudnoce.

2. histoloSke karakteristike 1 promjene maternice (debljinu endometrija, miometrija i perimetrija,

stupanj fibroze) kao posljedica masne i slatke prehrane tijekom trudnoce.

3. distribuciju 1 promjene glikogenskih depozita u maternici .

4. distribuciju 1 promjene u izrazajnosti leptinskog i inzulinskog receptora te mitohondrijskih
proteina razdvajanja UCP1 1 UCP3 u maternici Stakorica u terminu poroda, kao posljedica masne

1 slatke prehrane tijekom trudnoce.
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4. MATERIJALI Il METODE

4 .1. Animalni model i dizajn studije

Studija predstavlja opazajno istrazivanje parova, a provela se na uzorcima prikupljenim u okviru
projekta "REECOP-CMSC SENIOR SCIENTIST (RCSS) GRANT 2018-2020 #012", "The role
of obesity-induced low-grade inflammation in the adipokine signaling in pregnant rat uterus",
financiranim dijelom od strane REECOP-CSMC, a dijelom od strane voditelja i partnera na

projektu (Prilog 1).

Prva faza ove studije, u trajanju od devet tjedana, provedena je u cijelosti na Odjelu za
farmakologiju 1 farmakoterapiju Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Szegedu, u Madarskoj. Svi
postupci, koji su ukljucivali Zivotinje, provedeni su u strogom skladu s Direktivom Vijeca
europskih zajednica (2010/63/EU) 1 madarskim Zakonom o zastiti zivotinja u istrazivanju (¢lanak
32. Zakona XXVIII). Istrazivanje je provedeno uz sluzbeno odobrenje Nacionalnog znanstvenog
etickog povjerenstva za pokuse na Zivotinjama (uredni broj: 1V./3071/2016., 15. kolovoz 2016.)
(Prilog 2).

Rezultati ove disertacije dio su druge faze istrazivanja 1 odnose se na analizu prikupljenih uzoraka
masnog tkiva i1 uzoraka maternice koja je provedena u laboratoriju za neurobiologiju Medicinskog
fakulteta u Osijeku 1 u laboratoriju Zavoda za biokemiju i molekularnu biologiju i Odjela za

biologiju na sveuciliStu J.J. Strossmayera u Osijeku.

Zenke $takora Sprague Dawley (Animalab Ltd., Vac, Madarska) stare 3 tjedna podijeljene su u
dvije skupine (n = 12 po skupini). Eksperimentalna skupina hranjena je hranom s visokim udjelom
masti 1 Se¢era (HFHSD) (C1011, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Njemacka), dok
je druga, kontrolna skupina, bila na standardnoj prehrani (SD) (1314, Altromin Spezialfutter GmbH
& Co. KG, Lage, Njemacka) (Tablica 4.1.1., Prilog 3., Prilog 4.). Navedeni nacin prehrane

nastavljen je do kraja eksperimenta, pocevsi od Cetiri tjedna starosti do dana Zrtvovanja.
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Tablica 4.1.1. Sastav hrane standardna dijeta (SD) (1314, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG,
Lage, Njemacka) i hrana s visokim udjelom masti 1 Seera (HFHSD) (C1011, Altromin
Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Njemacka)

Sastojak Standardna dijeta (Altromin | Dijeta bogata

1314) ugljikohidratima i mastima
(Altromin C1011)

Energija (kcal/kg) ~3,339 ~3,902

Proteini (%) 27 16

Masti (%) 14 28

Ugljikohidrati (%) 59 56

Voda (%) 11,1 7,0

Sirovi pepeo (%) 6,1 54

Sirova vlakna (%) 4.5 3,1

Sirove masti (%) 5,1 12,1

Sirovi proteini (%) 22,5 15,2

Bezdusicni ekstrakti (%) 50,7 57,2

Nakon Sest tjedana posebne prehrane, zrele (9 tjedana stare) Sprague Dawley (SD) Zenke Stakora
(tjelesne mase 200-250g), koje su bile ili na standardnoj prehrani (SD) ili na prehrani s visokim
udjelom masti 1 Secera, (HFSD) parene su sa zrelim muZjacima Stakora Sprague Dawley (tjelesne
mase 240-260g) hranjenih SD-om. Parenje je potvrdeno prisutnoS¢u kopulacijskog cepa ili
vaginalnim razmazima. U slucajevima gdje je doSlo do uspjeSnog parenja, Zenke Stakora su
odvojene od muzjaka, §to je oznacilo pocetak njihove trudnoce. Tijekom istrazivanja Zivotinje su
boravile u kontroliranim uvjetima, ukljucujuci temperaturni raspon od 20-23°C, vlaznost izmedu
40% 1 60% 1 12-satni ciklus svjetlo/tama. Tijekom cijele trudnoce, Stakori su se hranili istom
hranom kao 1 prije trudnoce te su hrana i voda bi dostupne ad libitum. Na tjednoj bazi je pracena
njihova tjelesna teZina 1 potrosnja hrane. U terminu okota (22. dan trudnoce, 12 tjedana starosti
zenki) zivotinje su humano eutanazirane pod anestezijom izofluranom pomocu prijenosnog stroja

za anesteziju malih Zivotinja (R550, RWD, Shenzhen, Kina). Nakon toga, prikupljeni su uzorci
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krvi punkcijom srca, prikupljeni su organi (masno tkivo 1 maternica) te je izmjerena tezina mokrih

organa (Slika 4.1.1.).

RANDOMIZIRANA

PODJELA ZIVOTINJA 7
U CROPE PARENJE ZRTVOVANJE
N=12 Q
N2 @ / \ e ~N
£7) < N + BIJELO MASNO TKIVO
%27 sD PRIKUPLIANJE VISCERALNO
= ‘ SD UZORAKA SUPRAGONADALNO
SD > 14 ] . S.\IEDE MASNO TKIVO
HFHSD PRIKUPLIANJE + RUZICASTO MASNO TKIVO
ULl / UZORAKA (MASNO TKIVO DOJKE)
V + MATERNICA
N=12 @
N 1. H&E BOJANJE
K INDUKOUR /K TRUDNOCA - 3| [| 2 picrOSIRIUS RED BOJANIE
PR K ; 3. IMUNOHISTOKEMUJA
3 tjedna 6 tjedna 3 tjedna <

22. dan
trudnoce

Slika 4.1.1. Eksperimentalne grupe Zivotinja i1 dizajn eksperimenta

4. 2. Protokol prikupljanja i pripreme uzoraka tkiva za analizu

Neposredno nakon zrtvovanja zivotinja, prikupljeni uzorci odmah su fiksirani u 4%
paraformaldehidu i potom pohranjeni na -80°C do analize. Uzorci bijelog (potkoznog, visceralnog
1 perigonadalnog) 1 ruzi¢astog masnog tkiva umetnuti su u parafinske blokove. Isti postupak
ponovljen je na uzorcima maternica. Potom su ti blokovi izrezani na rezove debljine 6 mikrometara
pomocu mikrotoma Leica RM 550 (Leica, Be¢, Austrija) na Zavodu za histologiju i embriologiju
Medicinskog fakulteta u Osijeku. Svaki 10. rez je paZljivo odabran 1 prikupljen na silanizirana
stakalca. Ovako pripremljena stakalca koriStena su za rutinsko histolosko bojanje 1 za

imunohistokemijsku analizu.
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4. 3. Histomorfometrija masnog tkiva i maternice

4. 3. 1. Hematoksilin-eozin bojanje masnog tkiva i maternice

Vizualizacija 1 analiza morfoloskih razlika izmedu tkiva postignuta je bojanjem hematoksilinom 1
eozinom prema standardnom protokolu. Na uzorcima masnog tkiva, analizirani su broj, povrsina i
raspodjela adipocita po klasama. Istim bojanjem utvrdene su morfoloske karakteristike i promjene

maternice, uklju€ujuci povrSinu Supljine maternice, miometrij, endometrij 1 perimetrij.

Uzorci (parafinske sekcije tkiva debljine 5 um) su deparafinizirani uranjanjem u ksilen na 10
minuta. Nakon toga su rehidrirani kroz sekvencijalne serije etanolskih otopina — dva puta u 100%,
zatim u 96% 1 na kraju u 70% etanolu, po 5 minuta u svakom. Nakon tretmana etanolom, uzorci su
isprani u destiliranoj vodi kroz 5 minuta. Bojenje je izvedeno sljede¢im redoslijedom: Mayerov
hematoksilin na 10 minuta, destilirana voda na 1 minutu, voda iz slavine na 10 minuta, destilirana
voda na 1 minutu. Bojenje eozinom provedeno je na sljede¢i nacin: eozin Y na 30 sekundi;
destilirana voda na 5 sekundi; 70%, 96% 1 100% etanol — po 5 uranjanja u svaki, 100%-tni etanol
na 3 minute; te ksilol na 5 minuta, nakon cega su sekcije osusSene na zraku na sobnoj temperaturi,
prekrivene medijem za montiranje (Histomount, Histological Mount Medium, National

Diagnostics, Cat. No.: HS-103) 1 pokrovnim stakalcem.

4. 3. 2. Picrosirius red bojanje tkiva maternice

Bojanje PicroSirius crvenim bojilom provedeno je radi procjene talozenja kolagena u uzorcima
tkiva maternice. Parafinske sekcije maternice (debljine 4-5 pm) deparafinizirane su u ksilolu,
potom su rehidrirane kroz niz razrijedenih etanolskih otopina (100%, 95%, 70% 1 50%) 1 kona¢no
isprane u destiliranoj vodi za pripremu za bojenje. Stakalca su inkubirana u PicroSirius crvenoj
otopini (0,1% Sirius crveno otopljeno u zasi¢enoj vodenoj pikrinskoj kiselini) na 1 sat na sobnoj
temperaturi. Nakon bojenja, stakalca su isprana u 0,5%-tnoj octenoj kiselini kako bi se uklonio
visak boje, potom su dehidrirana u rastu¢em nizu etanolskih otopina i1 ociS¢ena ksilolom te

montirana smolastim medijem za montiranje ispod pokrovnog stakalca.
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4. 3. 3. PAS bojanje (reakcija s perjodnom Kiselinom i Schiffovim reagensom)

Reakcija perjodne kiseline i Schiffovog reagensa s dijastazom (PAS-D) koriStena je za analizu
talozenja glikogena u maternici. Uzorci tkiva maternice prvo su deparafinizirani i rehidrirani.
Sekcije su prethodno tretirane dijastaznom otopinom na 1 sat pri 37°C i isprane. Bojenje je
izvedeno sljede¢im redoslijedom: periodi¢na kiselina na 5 minuta, voda iz slavine na 2 minute,
Schiffov reagens u mraku na 10 minuta, voda iz slavine na 10 minuta, modificirani Mayerov
hematoksilin na 30 sekundi, voda iz slavine na 2 minute. Nakon ispiranja, sekcije su dehidrirane u
alkoholu (70%, 80%, 95% 1 100%) po 2 minute u svakom, zatim osusene u ksilolu i montirane s

DPX medijem za montiranje (Biognost Ltd., Zagreb, Hrvatska; Cat. No.: BM-500).

4. 4. Imunohistokemijska analiza leptinskog i inzulinskog receptora, UCP1 i UCP3 proteina
u tkivu maternice

Priprema za imunohistokemiju podrazumijevala je deparafinizaciju i rehidriraciju rezova istim
protokolom koji su koristeni za hemalaun-eozin bojanje. U svrhu oporavka epitopa, uzorci su 40
minuta inkubirani u citratnom puferu (pH=6.0) u vodenoj kupelji na temperaturi od 95°C nakon
¢ega su hladeni 1 isprani prvo u 1xPBS-u (prema engl. phosphate buffered saline, PBS), zatim u
destiliranoj vodi. Nakon oporavka epitopa uslijedio je predtretman peroksidom (1 %-tni H202), u
trajanju od 30 minuta na +4°C, kako bi se blokirala aktivnost endogenih peroksidaza. Rezovi su
potom inkubirani u blokiraju¢oj otopini (5 % kozji serum1 1 %-to BSA, albumin iz govedeg seruma
(prema engl. bovine serum albumin, BSA), u 1x PBS-u) na 2 sata. Nakon blokiranja, u svrhu
sprjeCavanja vezivanja nespecificnih protutijela, rezovi su tijekom no¢i na temperaturi od + 4 °C u
vlaznoj komorici inkubirani u otopini sa specificnim primarnim protutijelima: misje anti-ObR
antitijelo razrijedeno 1:50 (Santa Cruz, SC, Dallas, TX, SAD, Cat. No.: 8391); ze¢je anti-IR
antitijelo razrijedeno 1:250 (IR-a; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA; Cat. No.: SC-710);
ze€je anti-UCPI1 antitijelo razrijedeno 1:1000 (Abcam, Cat. No.: ab10983) 1 ze¢je anti-UCP3
antitijelo razrijedeno 1:3000 (Invitrogen, Cat. No.: PA1-24895) (Tablica 4.4.1.).
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Tablica 4.4.1. Prikaz primarnih protutijela koriStenih u imunohistokemijskoj analizi

Primarno Vrsta protutijela | Proizvodac Razrjedenje Kataloski broj
protutijelo

ODR (anti-leptin Misje 1gG Santa Cruz, Dallas, SC-8391
receptor) TX, SAD

IR-a (insulin Zecje I1gG Santa Cruz, Dallas, 1:250 SC-710
receptor) TX, SAD

UCPI (uncoupling Zecje I1gG Abcam 1:1000 ab10983
protein 1)

UCP3 (uncoupling Zecje IgG Invitrogen 1:3000 PA1-24895
protein 3)

Uzorci su zatim isprani u 1x PBS-u 3 puta po 10 minuta s ciljem odstranjivanja nevezanog
protutijela. Nakon ispiranja uslijedila je inkubacija tijekom 4 sata u otopini sa sekundarnim
protutijelima: biotinilirano kozje anti-misje IgG razrijedeno 1:1000 (Santa Cruz, SC, Dallas, TX,
USA, Cat. No.: SC-2039) za ObR 1 biotinilirano kozje anti-ze¢je IgG razrijedeno 1:1000 (Jackson
ImmunoResearch Laboratories, Inc. West Grove, PA, USA; Cat. No.: 115-067-003), nakon ¢ega su
ponovno isprani u 1x PBS-u 3 puta po 10 minuta na +4°C i prebaceni u otopinu tercijarnog
kompleksa. Tercijarni kompleks sastojao se od avidina 1 biotinilirane peroksidaze iz hrena (prema
engl. horseradish peroxidase, HRP), a pripremljen je u 1x PBS-u u razrjedenju 1:250. Rezovi su
inkubirani s otopinom tercijarnog kompleksa na +4°C tijekom jednog sata nakon ¢ega je uslijedilo
ispiranje 3 puta u trajanju od po 10 minuta u 1x PBS-u. Vizualizacija specificnog kompleksa epitop-
protutijelo napravljena je u DAB otopini (3,3’-diaminobenzidin), koja je pripremljena prema
priloZzenom protokolu proizvodaca (Carl Roth DAB komplet, Karlsruhe, Germany, kat. br.:
9202.1). Trajanje inkubacije je bilo do 10 minuta, ovisno o brzini razvijanja reakcije. Potom je
reakcija zaustavljena premijeStanjem rezova u destiliranu vodu. Obojeni preparati ostavljeni su da
se osuSe na sobnoj temperaturi tijekom minimalno 48 sati. Nakon $to su se osusili, preparati su
prekriveni medijem za pokrivanje Vectamoun. Svi histoloski preparati i uzorci dobiveni

imunohistokemijom pregledani su svjetlosnim mikroskopom Zeiss Axioskop 2 MOT (Carl Zeiss
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Microscopy, Thornwood, NY, SAD) spojenim na kameru Olympus D70 (Olympus, Hamburg,

Njemacka) te su analizirani pomocu softvera CellProfiler (v. 4.2.6) ili ImageJ.

4. 5. Statisticka analiza podataka

Za statisticku analizu podataka koriSten je softver Statistica 13 (TIBCO, Palo Alto, CA, USA), uz
p < 0,05 kao razinu statisticke znacajnosti. Usporedbe izmedu skupina radi odredivanja utjecaja
HFHSD na morfologiju adipocita izra¢unate su koristeci t-test za nezavisne uzorke nakon Shapiro-
Wilkovog testa normalnosti i Leveneovog testa za procjenu jednakosti varijanci. Za analizu razlika
u morfoloskim promjenama maternice koristen je Mann-Whitney U test, dok je za sve receptore u

maternici provedena ANOVA, pracena Bonferronijevim post-hoc testom.
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5. REZULTATI

5. 1. Utjecaj HFHSD na tjelesnu masu, koli¢inu pojedene hrane i masu masnog tkiva i

maternice gravidnih Sprague Dawley Stakorica

Prehrana s visokim udjelom masti 1 Se¢era (HFHSD) dovela je do znacajnog povecanja tjelesne

mase Zenki Stakora za vrijeme indukcije pretilosti u trajanju od 6 tjedana. Povecanje je bilo vidljivo

ve¢ nakon 3 HFHSD prehrane (p < 0,001), a razlika je bila znacajna i nakon 6 tjedana HFHSD (p

<0,001) u vrijeme parenja. Na kraju trudnoce (22 dana gestacije, u 12 tjedana starosti), razlika u

tjelesnoj tezini izmedu SD 1 HFHSD skupina nije bila statisticki znacajna (Tablica 5.1.1.).

Tablica 5.1.1. Promjena tjelesne mase Stakorica hranjenih standardnom prehranom (SD) 1

prehranom s visokim udjelom masti 1 Se¢era (HFHSD) tijekom eksperimenta. Rezultati prikazuju

prosjec¢nu masu Stakorica u odredenoj dobi + standardna devijacija. Statisticka znacajnost oznacava

razlike izmedu SD 1 HFHSD skupina u istim tjednima starosti.

Dob Stakorica (tjedni) Standardna prehrana (SD) | Prehrana s visokim udjelom | Statisticka znacajnost
masti i SeCera (HFHSD)

100+5¢g
6 180+ 10¢g
9 220+ 15¢g
10 240 £20 g
12 300£25g

4% p < 0,001

100+5¢
200+ 12¢g
250+ 18 g
260+22 ¢
310+28 ¢

Nije znacajno

*kk
kg

*kok

Nije znacajno
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Konzumacija hrane mjerena je u obliku trotjednih prosjeka, te nije uoCena statisticki znacajna

razlika izmedu grupe Stakorica hranjenih SD 1 grupe Stakorica hranjenih HFHSD (Tablica 5.1.2.).

Tablica 5.1.2. Prosjecna masa konzumirane hrane tijekom eksperimenta kod Stakorica hranjenih
standardnom prehranom (SD) i1 prehranom s visokim udjelom masti 1 Seera (HFHSD). Rezultati

prikazuju prosje€nu masu konzumirane hrane u periodima od tri tjedna + standardna devijacija.

REVALDIE Standardna prehrana (SD) Prehrana s visokim udjelom masti i
Secera (HFHSD)

1.-3. tjedan 20 + 2 g/dan 19 £ 2 g/dan
4.-6. tjedan 22 + 3 g/dan 21+ 3 g/dan
7.-9. tjedan 24 + 2 g/dan 23 +2 g/dan
10.—12. tjedan 26 + 3 g/dan 25 + 3 g/dan

Dijeta s visokim udjelom masti 1 Secera (HFHSD) utjecala je znaCajno na povecanje ukupne
kolic¢ine masnog tkiva, ukljucujuéi perigonadalno (p < 0,05), visceralno (p < 0,05), ruzicasto (p <
0,05) 1 smede masno tkivo (p <0,01). Na kraju trudnoc¢e kod Sprague Dawley Stakorica ruzi€asto
masno tkivo dominantno je u obje analizirane grupe, dok je ocekivano najmanja koli¢ina smedeg
masnog tkiva. Najveci porast mase vidljiv je kod visceralnog masnog tkiva. U HFHSD grupi
vidljiva je promjena u omjeru ruzicastog masnog tkiva. lako apsolutna masa ruzicastog masnog
tkiva raste kod HFHSD S§takorica, njegov udio u ukupnoj masi se smanjuje na 60,34%, u odnosu
na grupu Stakorica hranjenih standardnom dijetom gdje je udio ruzi¢astog masnog tkiva u odnosu
na ukupnu masu masnog tkiva bio 78,15%. U SD grupi VF ¢ini 11,8% ukupne mase masnog tkiva
dok u HFHSD grupi udio VF u ukupnoj masi masnog tkiva te grupe ¢ini 25,56%. Povecava se i
udio GF u HFHSD grupi na 9,88% u usporedbi sa grupom SD gdje je udio GF 6,65% dok udio
smedeg masnog tkiva ostaje gotovo isti u obje skupine: SD 4,13% 1 HFHSD 4,22%. U odnosu na
SD grupu kod HFHSD doslo je do znac¢ajnog smanjenja mase maternice (p < 0,05) (Tablica 5.1.3.).

34



Tablica 5.1.3. Mase masnih tkiva 1 maternice kod Stakorica hranjenih standardnom prehranom (SD)
1 prehranom s visokim udjelom masti 1 Se¢era (HFHSD) na zadnji dan trudno¢e (u dobi od 12

tjedana). Rezultati su izraZzene kao prosje¢na masa =+ standardna devijacija.

Vrsta masnog tkiva Standardna prehrana (SD) | Prehrana s visokim udjelom | Statisti¢ka znacajnost
masti i Se¢era (HFHSD)

Ruzicasto masno tkivo 7,76 0,94 g 9,16+1,13 g

BAT 0,41+0,02 g 0,64+0,07 g A
VF 1,L10+0,12 g 388+1,77 g *
GF 0,66+0,07 g 1,50+£0,14 g &
Ukupna tezina masnog tkiva 9,93+ 1,12 g 15,18+327 g

*p <0,05; ** p<0,01

5. 2. Utjecaj HFHSD na povrSinu i broj adipocita gravidnih Sprague Dawley Stakorica

Sprague Dawley Stakorice, koje su tijekom trudnoce hranjene masnom 1 slatkom hranom, imaju
statisticki znacajno povecanje povrSine adipocita perigonadalnog (p < 0,001) i visceralnog (p <
0,001) masnog tkiva (Slika 5.2.1.A 1 Slika 5.2.2.). Srednja vrijednost povrSine adipocita GF kod
SD skupine iznosi 2 911,63um?, dok je HFHSD povecana prosje¢na povrsina na 4 872,12um?>.
Povrsina adipocita visceralnog masnog tkiva takoder je ve¢a nego kod perigonadalnog. Srednja
vrijednost povr$ine kod VF kod SD skupine iznosi 4 640,34um?, a kod HFHSD skupine
6917,06pum?. Sukladno povecanju povrsine adipocita, kod oba tipa masnog tkiva, doslo je do
statistiCki znaCajnog smanjenja broja adipocita po jedinici povrSine (p < 0,001) (Slika 5.2.1.B 1
Slika 5.2.2.). ProsjeCan broj adipocita GF po jedinici povrSine kod SD skupine je 28.5, a kod
HFHSD 15.8. U VF kod SD skupine utvrdeno je prosjec¢no 17.37 adipocita po jedinici povrSine, a
kod HFHSD skupine 9.83. PovrSine adipocita perigonadalnog i1 visceralnog masnog tkiva dodatno
su analizirane raspodjelom adipocita u 6 klasa, ovisno o njithovoj povrsini: klasa 1 (< 2 000pum?),
klasa 2 (2 000 — 3 999,99um? ), klasa 3 (4 000 — 5 999,9um?), klasa 4 (6 000 — 7 999,9um? ), klasa
5 (8000-9 999,99um?), klasa 6 (>10 000um?). Dijeta, bogata SeCerima 1 mastima, znacajno je
utjecala na promjenu zastupljenosti razliCitih klasa adipocita u perigonadalnom i visceralnom

masnom tkivu. Pri standardnoj prehrani u perigonadalnom masnom tkivu prevladavaju adipociti
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klase 2 s 95,5%, dok u visceralnom masnom tkivu vec¢ina adipocita (65,21%) pripada klasi 3. Kao
posljedica HFHSD dolazi do statisticki znaajnog povecanja adipocita pri cemu 85% adipocita
perigonadalnog masnog tkiva pripada u klasi 3, a 47,82% adipocita visceralnog masnog tkiva
pripada klasi 4 (p < 0,001), a 30,43 1 dalje zauzima klasa 3. Skupine SD oba masna tkiva nemaju
adipocit u klasi 5, dok kod VF-HFHSD oni ¢ine 21,73% (Slika 5.2.1.C 1 5.2.1.D).
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Slika 5.2.1. Usporedba rezultata histomorfometrijske analize perigonadalnog (GF) 1 visceralnog
(VF) masnog tkiva Sprague Dawley Stakorica hranjenih standardnom dijetom (SD) 1 Stakorica
hranjenih dijetom bogatom mastima i Se¢erima (HFHSD). (A) PovrSina adipocita; (B) Broj
adipocita; (C, D) Raspodjela adipocita u klase na temelju povrSine. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost £+ standardna devijacija (SD). Razlike izmedu skupina testirane su t-testom za
nezavisne uzorke na razini znac¢ajnosti o = 0,05. *** p < 0,001
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Slika 5.2.2. Histomorfometrijska analiza perigonadalnog (A) 1 visceralnog (B) masnog tkiva
Sprague Dawley Stakorica hranjenih standardnom dijetom (SD) i Stakorica hranjenih dijetom
bogatom mastima i Se¢erima (HFHSD). Gornji red — hemalaun i eozin bojanje masnog tkiva;
Srednji 1 donji red - analiza 1 segmentacija adipocita u programu CellProfiler v.4.2.6.

Sprague Dawley Stakorice, koje su tijekom trudno¢e hranjene masnom 1 slatkom hranom, imaju
statistiCki znacajno povecanje povrSine adipocita potkoznog (p < 0,011) 1 ruzicastog (p < 0,001)
masnog tkiva (Slika 5.2.3.A 1 Slika 5.2.4.). Srednja vrijednost povrsine adipocita SF SD skupine
iznosi 336,50um?, dok je kod HFHSD skupine povecana na 407,00um?. Prosje¢na povrSina
adipocita ruziastog masnog tkiva takoder je veca nego kod potkoznog. Srednja vrijednost povrSine
PF kod SD skupine iznosi 527,13um?, a kod HFHSD skupine 606,04um?. Unato¢ povecanju
povrsine adipocita, kod oba tipa masnog tkiva, doslo je i do statisticki zna¢ajnog povecanja broja
adipocita po jedinici povrsine (p < 0,001) (Slika 5.2.3.B i Slika 5.2.4.). Prosjecan broj adipocita SF
po jedinici povrSine kod SD skupine je 58,48, a kod HFHSD skupine 75,62. Broj adipocita u PF
kod SD skupine u prosjeku iznosi 17,62 adipocita po jedinici povrsine, a kod HFHSD skupine
29,29. Povrsine adipocita subkutanog 1 ruzi¢astog masnog tkiva dodatno su analizirane
raspodjelom adipocita u 6 klasa ovisno o njihovoj povrsini: klasa 1 (<2 000um?), klasa 2 (2 000 —
3 999,99um?), klasa 3 (4 000 — 5 999,9um?), klasa 4 (6 000 — 7 999,9um? ), klasa 5 (8 000 -
9999,99um?), klasa 6 (>10 000um?). Dijeta, bogata Se¢erima 1 mastima, znacajno je utjecala na
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promjenu zastupljenosti razli¢itih klasa adipocita u ruzicastom masnom tkivu, dok je kod
potkoznog masnog tkiva vidljiva tendencija povecanja adipocita u klasi 3, ali razlika nije statisticki
znacajna. Pri standardnoj prehrani u potkoZnom masnom tkivu prevladavaju adipociti klase 2 s
69,57%, dok u ruzicastom masnom tkivu vecina adipocita (56,52%) pripada klasi 3. Kao posljedica
HFHSD kod ruzic¢astog masnog tkiva dolazi do statisticki znacajnog povecanja povrsine adipocita

koji pripadaju klasi 4 (p < 0,001) (Slika 5.2.3.C 1 Slika 5.2.3.D).
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Slika 5.2.3. Usporedba rezultata histomorfometrijske analize subkutanog (SF) 1 ruzicastog (PF)
masnog tkiva Sprague Dawley Stakorica hranjenih standardnom dijetom (SD) 1 Stakorica hranjenih
dijetom bogatom mastima 1 Se¢erima (HFHSD). (A) Povrsina adipocita; (B) Broj adipocita; (C, D)
Raspodjela adipocita u klase na temelju povrSine. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija (SD). Razlike izmedu skupina testirane su t-testom za nezavisne uzorke na
razini znacajnosti o = 0,05. *** p <0,001.
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Slika 5.2.4. Histomorfometrijska analiza subkutanog perigonadalnog (SF) (A) i visceralnog
ruzicastog (PF) (B) masnog tkiva Sprague Dawley Stakorica hranjenih standardnom dijetom (SD)
1 Stakorica hranjenih dijetom bogatom mastima 1 Se¢erima (HFHSD). Gornji red — hemalaun i eozin

bojanje masnog tkiva; Srednji 1 donji red - analiza i segmentacija adipocita u programu CellProfiler
v.4.2.6.
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Usporedbom histoloskih presjeka ruziastog masnog tkiva dojke Sprague Dawley Stakorica,
obojanih hemalaun eozin bojom, uo€ene su bitne razlike. Kod HFHSD mlije¢ni kanali¢i su puno

uzi, a dominantno je bijelo masno tkivo na ratun smedeg masnog tkiva (Slika 5.2.5.).

e

SD HFHSD

Mlijecni kanali BAT

Slika 5.2.5. Histoloski prikaz ruzi¢astog masnog tkiva dojke kod SD i HFHSD skupina. Kratice:
BAT - smede masno tkivo, WAT - ruzi¢asto masno tkivo, SD - standardna dijeta, HFHSD - dijeta
bogata mastima i Secerom.

5. 3. Utjecaj HFHSD na lumen maternice, miometrij, endometrij i perimetrij gravidnih

Sprague Dawley Stakorica

Histoloske analize pokazale su znaCajne promjene u strukturi maternice izmedu analiziranih
skupina. Sprague Dawley Stakorice, koje su tijekom trudnoc¢e hranjene masnom i slatkom hranom,
imaju statisticki znacajno smanjenje povrSine uterinog lumena (p < 0,005) u usporedbi sa
Stakoricama hranjenima standardnom prehranom (Slika 5.3.1.). Srednja vrijednost veliCine
uterinog lumena kod skupine SD iznosi 728,487um?, dok je kod skupine HFHSD smanjena na
prosje¢nu vrijednost od 414,831um?. Smanjenje lumena maternice praceno je vidljivom

tendencijom smanjenja debljine svih slojeva maternice, ukljuuju¢i miometrij (SD 558,68um?;
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HFHSD 469,48um?), endometrij (SD 309,96um?; HFHSD 296,05um?) i perimetrij (SD 14,40um?;
HFHSD 9,92um?), no te razlike nisu statisticki znacajne (Slika 5.3.2.).

SD HFHSD

K<
i R

m

Ol

Slika 5.3.1. Usporedba histoloskih presjeka maternica grupe Stakorica na SD 1 grupe Stakorica na
HFHSD obojen hematoksilin eozin bojom, povecanje 5x. Kratice: SD - standardna prehrana,
HFHSD — prehrana bogata mastima 1 Se¢erom; L - lumen maternice; E - endometrij; M - miometrij.
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Slika 5.3.2. Veli¢ina lumena maternice te debljina miometrija, endometrija i perimetrija. Kratice:
SD - standardna prehrana; HFHSD - prehrana bogata mastima 1 SeCerom; NS - nema statisticke
znacajnosti. Mann-Whitney test, *** p <0,005, U = 27 000.

5. 4. Utjecaj HFHSD na koli¢inu kolagena u maternici gravidnih Sprague Dawley Stakorica

Metodom Picrosirius Red bojanjem (PSR) analizirana je koli¢ina kolagena u maternici Sprague
Dawley S$takorica (Slika 5.4.1. A). Statistickom analizom (Mann-Whitney U test) nije utvrdena
znacajna razlika izmedu SD 1 HFHSD skupina u koli¢ini kolagena (U = 31 000, Z = -0,481, p =
0,630). Unato¢ vidljivoj tendenciji smanjenja kolic¢ine kolagena u HFHSD skupini, razlike nisu

statisticki znacajne (Slika 5.4.1. B).
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Slika 5.4.1. Koli¢ina kolagena u maternici Sprague Dawley Stakorica. (A) Reprezentativne
mikroskopske slike 1 analizirane slike, obojene Picrosirius Red metodom, povecanje 5x. (B)
Rezultati su prikazani kao postotak kolagena u maternici Stakorica. Kratice: SD - standardna
prehrana; HFHSD - prehrana bogata mastima i1 Se¢erom; NS - nema statisticke znacajnosti. *** p
<0,001.

5. 5. Utjecaj HFHSD na koli¢inu glikogena u maternici gravidnih Sprague Dawley Stakorica

Talozenje glikogena u maternici Sprague Dawley Stakorica, hranjenih standardnom prehranom
(SD) 1 prehranom bogatom mastima i Se¢erom, (HFHSD) analizirano je metodom Periodic Acid-
Schiff (PAS) (Slika 5.5.1.A). U maternicama Sprague Dawley Stakorica hranjenih, koje su tijekom
trudnoce hranjene masnom 1 slatkom hranom, (HFHSD) vidljiva je tendencija blagog smanjenja
taloZenja kolicine glikogena u tkivu maternice u usporedbi sa Stakoricama hranjenima standardnom
prehranom (SD), ali razlika nije statisti¢ki znac¢ajna (U = 32 000, Z =-0,385, p = 0,700) (Slika 6B).
Srednja vrijednost povrSine taloZzenja glikogena u maternici iznosila je 588 667,47 = 182 685,75
um?, s rasponom od 381 509,00um? do 1 000 455,00um?. Medijan vrijednosti iznosio je 489 049,00
um?, dok je 25% vrijednosti bilo ispod 435 477,00um?, a 75% vrijednosti ispod 735 072,50pum?
(Slika 5.5.1.B).
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Slika 5.5.1. Koli¢ina glikogena u maternici Sprague Dawley Stakorica. (A) Reprezentativne
mikroskopske slike i analizirane slike, obojene PAS metodom, povecanje 5x. (B) Koli¢ina
glikogena mjerena je preko intenziteta obojenja. Kratice: SD - standardna prehrana; HFHSD -
prehrana bogata mastima i Se¢erom; NS - nema statisticke znacajnosti. *** p <0,001.

5. 6. Utjecaj HFHSD na izrazaj inzulinskog receptora u maternici gravidnih Sprague Dawley

Stakorica

Sprague Dawley Stakorice, koje su tijekom trudnoce hranjene masnom i slatkom hranom,
(HFHSD) pokazuju statisticki znacajno smanjenje izrazenosti inzulinskog receptora (IR) u
miometriju u usporedbi s endometrijem i miometrijem grupe na standardnoj prehrani (SD grupom)

(p < 0,01, p=0.007) (Slika 5.6.1.A).

Srednja vrijednost intenziteta obojenja IR-a u endometriju SD skupine iznosi 140,45 + 1,52, dok
je kod HFHSD skupine blago povisena na 141,56 + 1,45. Razlika izmedu skupina u endometriju
nije statisti¢ki znacajna (NS). Srednja vrijednost intenziteta obojenja izrazenosti IR-a u miometriju
kod SD skupine iznosi 140,82 + 1,37, dok je kod HFHSD skupine zna¢ajno veca i1 iznosi 143,35 +
1,22, $to predstavlja statisticki znacajno smanjenje ekspresije IR-a (p < 0,01). Ovi rezultati 1 nalazi

ukazuju na izrazeniji utjecaj HFHSD prehrane na miometrij nego na endometrij (Slika 5.6.1.B).
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Slika 5.6.1. Relativni intenzitet imunoreaktivnog bojanja za inzulinski receptor (IR) u maternici
Sprague Dawley Stakorica. (A) Reprezentativne mikroskopske slike imunohistokemije, povecanje
40x. (B) Ekspresija IR-a u maternici Stakorice. *0 = najveci intenzitet; 255 = bez bojenja. Kratice:
SD - standardna prehrana; HFHSD - prehrana bogata mastima 1 Se¢erom; K - kontrola. ** p <0,01.

5.7. Utjecaj HFHSD na izrazaj leptinskog receptora u maternici gravidnih Sprague Dawley

Stakorica

Stakorice hranjene standardnom hranom imaju statisti¢ki znaajno manju ekspresiju ObR-a u
miometriju nego u endometriju (p = 0,001). Sprague Dawley Stakorice, koje su tijekom trudnoce
hranjene masnom 1 slatkom hranom, (HFHSD) pokazuju promjene u ekspresiji intenziteta
imunoreaktivnog bojanja za leptinski receptor (ObR) u miometriju, dok u endometriju nema
znacajne promjene. U miometriju je srednja vrijednost intenziteta obojenja ObR-a za SD skupinu
znacajno veca 1 iznosi 127,44 + 4,69 u odnosu na HFHSD skupinu, kod koje je srednja vrijednost
izrazenosti 122,57 + 3,45, Sto predstavlja statisticki znacajno povecanje ekspresije ObR-a (p =
0,019). Ovarazlika potvrdena je Welchovim testom: F(3,14.467) =6.570, p = 0,005 (Slika 5.7.1.B).
Srednja vrijednost intenziteta obojenja ObR-a u endometriju SD skupine iznosi 121,30 + 1,05, dok
je u HFHSD skupini poviSena na 123,51 + 1,88, ali navedena razlika nije statisticki znacajna (Slika
5.7.1.A). Ove promjene sugeriraju razli¢it odgovor slojeva maternice na prehranu bogatu mastima

i SeCerima.
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Slika 5.7.1. Relativni intenzitet imunoreaktivnog bojanja za leptinski receptor (ObR) u maternici
Sprague Dawly Stakorica. (A) Reprezentativne mikroskopske slike imunohistokemije, povecanje
40x. (B) Ekspresija ObR-a u maternici Stakorice. *0 = najveci intenzitet; 255 = bez bojenja. Kratice:
SD - standardna prehrana; HFHSD - prehrana bogata mastima i1 Se¢erom; C - kontrola (prema
engl.control). *** p < 0,001.

5. 8. Utjecaj HFHSD na izrazaj UCP1 u maternici gravidnih Sprague Dawley Stakorica

Sprague Dawley Stakorice, koje su tijekom trudnoce hranjene masnom i slatkom hranom,
(HFHSD) nemaju statisticki znac¢ajnu razliku u izraZajnosti UCP1 proteina u maternici, u usporedbi
s kontrolnim skupinama. Kvantitativna analiza intenziteta bojanja UCP1 prikazana je na Slici
5.8.1.B, dok su reprezentativne mikroskopske slike prikazane na Slici 5.8.1.A. Srednja vrijednost
intenziteta obojenja izrazenosti UCP1 u endometriju SD skupine iznosi 135,23 + 2,41, dok je u
HFHSD skupini blago povisena i iznosi 137,93 £ 3,11. U miometriju je srednja vrijednost
intenziteta obojenja UCP1 za SD skupinu 137,62 + 1,90, dok je u HFHSD skupini dodatno
povecana i iznosi 138,43 + 3,44. Navedene razlike nisu statisticki znacajne (F = 2,301, p = 0,099),
ali prisutna tendencija smanjenja ekspresije UCP1 proteina u miometriju i endometriju upucuju na

moguci utjecaj prehrane na regulaciju UCP1 u materni¢nom tkivu.
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Slika 5.8.1. Relativni intenzitet imunoreaktivnog bojenja za UCP1 protein u maternici Sprague
Dawley Stakorica. (A) Reprezentativne mikroskopske slike imunohistokemije, povecanje 40x. (B)
Ekspresija UCP1 u maternici Stakorice. *0 = najveci intenzitet; 255 = bez bojenja. Kratice: SD -
standardna prehrana; HFHSD - prehrana bogata mastima i Se¢erom; K - kontrola. *** p < 0,001.

5.9. Utjecaj HFHSD na izrazaj UCP3 u maternici gravidnih Sprague Dawley Stakorica

Sprague Dawley Stakorice, hranjene hranom bogatom mastima 1 Se¢erima, (HFHSD) imaju
znacajno povisenu izrazajnost UCP3 proteina u endometriju u usporedbi s SD grupom (p = 0,036).
U miometriju, izrazenost UCP3 kod SD skupine je najvisa 1 iznosi 138,12 + 3,60, dok je kod
HFHSD skupine smanjena na 131,51 + 2,59. Kvantitativna analiza intenziteta bojanja UCPI
prikazana je na Slici 5.9.1.B, dok su reprezentativne mikroskopske slike prikazane na Slici 5.9.1.A.
Srednja vrijednost intenziteta obojenja UCP3 proteina u endometriju kod SD skupine iznosi 129,95
+ 5,89, dok je u HFHSD skupini smanjena na 121,76 + 8,34. Analiza intenziteta obojenja UCP3
proteina unutar skupina pokazala je statisticki znacajno povecanu izrazajnost UCP3 proteina u

miometriju u odnosu na endometrij kod SD (p = 0,029) 1 HFHSD (p = 0,021) grupe.
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Slika 5.9.1. Relativni intenzitet imunoreaktivnog bojanja za UCP3 protein u maternici Sprague
Dawley Stakorica. (A) Reprezentativne mikroskopske slike imunohistokemije, povecanje 40x. (B)
Ekspresija UCP3 u maternici Stakorice. *0 = najveci intenzitet; 255 = bez bojenja. Kratice: SD -
standardna prehrana; HFHSD - prehrana bogata mastima i Se¢erom; K - kontrola. * p < 0,005.
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6. RASPRAVA

Prehrana bogata mastima i Se¢erom znacajno mijenja metabolicke puteve u tijelu, ¢esto dovodeci
do poremecaja kao $to su pretilost, inzulinska rezistencija i kroni¢ne upale, ¢ije posljedice znacajno
utjeCu na razli¢ite organske sustave, ukljucujuc¢i reproduktivni sustav i masno tkivo. Metabolicke
promjene u maternici, kao glavnom organu reproduktivnog sustava, dovode do promjena u
strukturi 1 funkciji, Sto moze utjecati na plodnost i ishod trudnoce. Isto tako, promjene u masnom
tkivu, posebno u potkoznom i perigonadalnom, utjeCu na ocuvanje metabolicke homeostaze 1 na
hormonalnu regulaciju. Zenke $takora Sprague Dawley koriste se kao jedan od osnovnih modela u
biomedicinskim istraZzivanjima jer dijele odredene fizioloske 1 metabolicke sli¢nosti s ljudima.
Njihov odgovor na prehranu bogatu mastima i1 SeCerom nudi znacajan uvid u moguce rizike i
mehanizme djelovanja pretilosti. Prethodne studije pokazale su da prehrana bogata mastima i

Se¢erom moze uzrokovati promjene u morfologiji maternice.

Cilj ove studije bio je istraziti ucinke visokokaloricne prehrane bogate mastima 1 Se¢erom
(HFHSD) na strukturu i funkciju maternice i masnog tkiva kod gravidnih Sprague Dawley Stakora.
Rezultati ukazuju na znacajne promjene uzrokovane HFHSD-om, koje mogu imati utjecaj na

metabolicke procese i reproduktivne funkcije.
Utjecaj HFHSD-a na masno tkivo

Jedan od klju¢nih rezultata istrazivanja bio je hipertrofija adipocita u potkoznom, perigonadalnom
1 visceralnom masnom tkivu kao posljedica prehrane bogate mastima i Secerima. PotkoZno masno
tkivo predstavlja primarno mjesto u kojem se skladiste masti uz nizak rizik za razvoj metaboli¢kih
poremecaja (128), dok visceralno masno tkivo, s viSim nivoom metaboli¢ke aktivnosti, pokazuje
izrazeniji utjecaj na razvoj sistemskih upalnih procesa 1 inzulinske rezistencije, ¢ime ima
potencijalno ozbiljniji u€inak na opce zdravlje (129, 130). Perigonadalno masno tkivo ima vaznu
reproduktivnu funkciju. Hipertrofija adipocita, u analiziranim tipovima masnih tkiva, signalizira
povecano skladistenje energije u obliku masti, Sto ne predstavlja samo morfoloske ve¢ 1 znacajne
funkcionalne promjene, a moze imati negativan utjecaj na metabolicke odgovore, hormonsku
ravnotezu i reproduktivno zdravlje. Ove promjene, uzrokovane prekomjernim nakupljanjem lipida,
pridonose razvoju razli€itih sistemskih metabolickih poremecaja, kao $to su inzulinska 1 leptinska
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rezistencija, povecanoj proizvodnji upalnih citokina i metabolickoj disfunkciji. Hipertrofija
adipocita u visceralnom masnom tkivu povecava rizik od metaboli¢kih poremecaja, ukljucujuci
dijabetes tipa 2 1 kardiovaskularne bolesti (131). Studija objavljena u ¢asopisu Scientific Reports
pokazuje da hipertrofija adipocita u visceralnom masnom tkivu dovodi do dislipidemije i
inzulinske rezistencije, naglasavaju¢i ulogu veli¢ine adipocita u razvoju metabolickih poremecaja
(132). Takoder, istrazivanje u ¢asopisu Frontiers in Physiology istice da kroni¢na upala u masnom
tkivu, potaknuta hipertrofijom adipocita, predstavlja klju¢ni ¢imbenik rizika za razvoj inzulinske
rezistencije 1 dijabetesa tipa 2 kod pretilih osoba (133). Dodatno, pregledni ¢lanak u Casopisu
Endocrine Reviews raspravlja o razlikama izmedu potkoznog 1 visceralnog masnog tkiva te
njihovoj povezanosti s metabolickim sindromom, naglaSavaju¢i da je hipertrofija adipocita u
visceralnom masnom tkivu posebno Stetna za metaboli¢ko zdravlje djelovanjem na metabolizam

lipida, glukoze 1 proteina te na inzulinsku osjetljivost (11).

Za razliku od hipertrofije, koja se odnosi na povecanje povrSine adipocita, hiperplazija predstavlja
dodatni mehanizam rasta masnog tkiva koji se odnosi na povecanje broja adipocita. Tijekom
trudnoce, Zensko tijelo prolazi kroz niz fizioloSkih promjena u smislu hipertrofije 1 hiperplazije
kako bi podrzalo rast i razvoj fetusa (134). Jedna od tih promjena ukljucuje prilagodbe u masnom
tkivu koje sluze kao energetska rezerva za majku 1 fetus u svrhu pripreme tijela za porod i laktaciju.
Istrazivanja su pokazala da tijekom trudnoce dolazi do anabolickih promjena koje ukljucuju
povecanje masnih zaliha, Sto je posljedica hiperplazije adipocita i pojacane lipogeneze u masnom
tkivu, Sto rezultira povecanjem broja 1 veli¢ine adipocita, posebno u potkoznom masnom tkivu
(135). Ove promjene omogucuju adekvatnu pohranu energije potrebne za podrSku fetusa i pripremu
za dojenje. Fizioloski odgovor ruzi¢astog masnog tkiva u smislu hiperplazije bijelog masnog tkiva,
odnosno povecanja adipocita unutar mlijecne Zlijezde, osigurava prilagodbu mlijecne zlijezde
povecanim metabolickim zahtjevima 1 adekvatnu pripremu za laktaciju (136). Rezultati studije
pokazali su da razli¢iti tipovi masnog tkiva imaju drugacije mehanizme regulacije skladiStenja
masti. Kod potkoznog masnog tkiva uz hipertrofiju prisutna je i hiperplazija, Sto je karakteristika
teSke pretilosti 1 dodatno povecava rizik od razvoja metabolickih poremecaja (137). Kod
perigonadalnog 1 visceralnog masnog tkiva dominira hipertrofija, dok je kod ruzi¢astog masnog
tkiva dominantna hiperplazija. Dobiveni rezultati upucuju na u¢inak HFHSD, kao ¢imbenika koji

ometa ravnotezu izmedu adipogeneze 1 hipertrofije adipocita, preusmjeravaju¢i ravnotezu od
50



adaptivne hiperplazije, koja predstavlja zastitni mehanizam, prema hipertrofiji (137, 138, 139).
Mehanizmi, koji utjeCu na ove promjene, su kroni¢ni upalni odgovor i promjene u signalnim
putevima diferencijacije adipocita, kao posljedica epigenetskih promjena, ¢ime mogu utjecati na
trajnu modifikaciju ekspresije gena vaznih za adipogenezu, metabolizam lipida i1 inzulinsku
osjetljivost, Sto u konacnici, kroz transgeneracijske epigenetske mehanizme, moze imati dugorocne
posljedice jer povecava rizik za pretilost i metabolicke bolesti (140). Sve ove promjene dovode do
fibroze 1 smanjene funkcionalnosti masnog tkiva koja se moze ocitovati kao lipotoksi¢nost u
drugim organima (141). Smanjen broj adipocita moze se objasniti povecanom stopom stanicne
smrti, izazvanom mehanickim stresom, upalom ili razvojem fibroze masnog tkiva. Fibrozu masnog
tkiva karakterizira nakupljanje i povecana proizvodnja proteina izvanstani¢nog matriksa (ECM)
koji u zdravom masnom tkivu ima sposobnost preoblikovanja radi prilagodbe fizioloskim
fluktuacijama veli¢ine adipocita. Medutim, u fibroticnom masnom tkivu, kruti ECM gubi
sposobnost dinamicke remodelacije (142) Sto dodatno naruSava prilagodljivost masnog tkiva

povecanom energetskom unosu 1 negativno utjece na njegovu funkciju.
Utjecaj HFHSD na maternicu

U skupini Sprague Dawley Stakorica, koje su podvrgnute prehrani s visokim udjelom masti i Secera,
(HFHSD) uoceno je znaCajno smanjenje povrSine uterinog lumena, bez promjena u debljini
miometrija 1 endometrija. Ova specificna promjena sugerira mozebitni utjecaj prehrane na
unutarnju strukturu maternice, potencijalno narusavaju¢i implantaciju embrija i odrzavanje
trudnoce. Smanjenje povrsine uterinog lumena kod HFHSD skupine moze se povezati s uincima
prehrane na sustavnu upalu, hormonsku ravnotezu 1 metabolizam. Prethodne studije pokazale su
da visok unos masnoca i Seera moze uzrokovati inzulinsku rezistenciju i hiperinzulinemiju, Sto
nepovoljno utjeCe na regulaciju estrogena i progesterona — kljuénih hormona za normalnu funkciju
maternice tijekom trudnoce (143). Takoder, upalni procesi inducirani HFHSD prehranom mogu
uzrokovati promjene u vaskularizaciji ili tkivnoj remodelaciji, §to posljedi¢no utjece na veli¢inu
lumena (144). Promjene u strukturi maternice, u vidu smanjenja lumena maternice utvrdene u
ovom istrazivanju, povezujemo s mogucim klinickim implikacijama koje posredno mogu
predstavljati ogranicavajuci Cimbenik za transport spermija, implantaciju oplodenog jajasca, te rast

1 razvoj embrija. Mehanizme, koji dovode do smanjenja veli¢ine lumena maternice, za sada
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mozemo samo pretpostaviti, ali najvjerojatnije je rezultat promijenjene regeneracije i remodulacije
endometrija, $to je od kljucne vaznosti za uspje$nu trudno¢u. Murakama 1 sur., istrazuju¢i brojnost
1 ucinkovitost kloniranja mezenhimalnih mati¢nih stanica endometrija W5C5(+) 1 W5C5(-) u
odnosu na indeks tjelesne mase (BMI), dob 1 reproduktivni ishod, dokazali su da je regenerativna
sposobnost 1 plasti¢nost endometrija kod pretilih Zena suboptimalna, $to objasnjava povecani rizik

od reproduktivnih komplikacija povezanih s pretilo§¢u (145).

Iako HFHSD nije znacajno utjecala na debljinu tkiva maternice, rezultati pokazuju smanjenu
izrazajnost inzulinskih 1 povecanu izrazajnost leptinskih receptora u miometriju. Ovi rezultati
naglaSavaju osjetljivost miSi¢nog sloja maternice na metabolicke promjene izazvane
visokokaloricnom prehranom. Smanjena izraZajnost IR-a u miometriju kod HFHSD skupine
povezuje se s metaboliCkim promjenama, u smislu povecanja inzulinske rezistencije uzrokovanu
HFHSD. Prethodne studije su pokazale da visokokalori¢na prehrana moze dovesti do promjena u
osjetljivosti na inzulin, §to moze rezultirati promjenama u regulaciji inzulinskim receptorima u
specificnim tkivima, ukljucujucéi maternicu (146). Miometrij, kao sloj maternice koji ima klju¢nu
ulogu u kontrakcijama 1 odrzavanju trudnoce, osobito je osjetljiv na metabolicke promjene (25),
Sto objasnjava izrazeniji u¢inak HFHSD prehrane u ovom sloju u odnosu na ostale slojeve
maternice. Povecana ekspresija ObR-a u HFHSD skupini predstavlja metabolicki odgovor na
prehranu bogatu mastima 1 Se€erima. Leptinski receptor ima klju¢nu ulogu u regulaciji apetita 1
metabolizma, a njegova povecana ekspresija upucuje na odgovor maternicnog tkiva na promjene
u dostupnosti nutrijenata (147, 148). Trenutno nema dostupnih studija, koje izravno povezuju
prehranu bogatu mastima i Se¢erom s povec¢anom ekspresijom ObR-a u endometriju, ali dosadaSnje
studije pokazale su da visoka razina leptina, koja je karakteristicna za pretilost 1 visokokalori¢nu
prehranu, moze modulirati izraZzenost ObR-a u perifernim tkivima, uklju¢uju¢i maternicu. Afrin 1
sur., dokazali su da adipociti izravno komuniciraju s mati¢nim stanicama u miometriju maternice,
koje izrazavaju leptinske receptore 1 povecavaju njihovu ekspresiju pod utjecajem leptina i
adiponektina, S§to u konacnici rezultira proliferacijom miometrijskih mati¢nih stanica (prema
engl.myometrial steam cells, MSC) posredovanom putem Wnt/B-katenin i TGF-B/SMAD signalnih
puteva te proizvodnjom kolagena (149). Ovi rezultati dodatno potvrduju povezanost izmedu

HFHSD prehrane 1 metabolic¢kih prilagodbi u reproduktivnim organima.
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Rezultati ukazuju na znacajno manju izrazajnost ObR-a u miometriju u usporedbi s endometrijem
SD. Endometrij ima klju¢nu ulogu u implantaciji i razvoju fetusa te je poznato da leptin modulira

procese poput angiogeneze 1 imunoloskog odgovora u ovom sloju (150).

Za razliku od endometrija, miometrij pokazuje povecanu izrazajnost ObR-a u HFHSD skupini u
usporedbi s SD, $to implicira na vecu osjetljivost miometrija na metabolicke promjene, vjerojatno
zbog njegove uloge u kontrakcijama i energetskim zahtjevima tijekom trudno¢e. Manji broj ObR-
a u miometriju moze utjecati na kontraktilnu funkciju maternice ili signalne puteve povezane s

leptinom, $to potencijalno moze imati implikacije za ishod trudnoc¢e (31).
Stabilnost kolagena u ovisnosti o HFHSD

Utjecaj HFHSD na depozite kolagena u maternici do sada nije istrazivan. U ovom istrazivanju
uoCeno je da kolagenski depozit u maternici nije bio znacajno izmijenjen izmedu HFHSD 1
kontrolnih skupina. Medutim, blaga tendencija smanjenja kolagena ukazuje na potencijalne
dugoro¢ne posljedice koje zahtijevaju dodatna morfoloska 1 funkcionalna istrazivanja. Kolagen je
klju€an za odrzavanje strukturalnog integriteta i biomehanickih karakteristika maternice, a njegova
stabilnost sugerira otpornost tkiva na kratkotrajne nutritivne promjene (151). Medutim, blago
smanjenje ukupne koli¢ine kolagena kod HFHSD skupine moglo bi upucivati na potencijalne
dugoro¢ne posljedice koje nisu uocljive u kratkom razdoblju analize. Tijekom kasne faze trudnoce,
maternica prolazi kroz brojne promjene kako bi se pripremila za porod. Jedna od klju¢nih promjena
je remodeliranje vezivnog tkiva, osobito smanjenje koli¢ine kolagena u vratu maternice u svrhu
njegovog omeksavanja i skrac¢ivanja s ciljem omogucavanja dilatacije tijekom poroda (152, 153,
154) . Iako se glavnina istrazivanja fokusira na cerviks, slicni procesi mogu se odvijati u miometriju
radi osiguravanja fleksibilnosti 1 pravilne kontraktilnosti tijekom poroda. Hormoni poput relaksina
1 estrogena igraju klju¢nu ulogu u regulaciji ovih promjena, poti¢uci razgradnju kolagena i
povecavajuci elastiCnost tkiva. Ovi procesi su neophodni za uspjeSan vaginalni porod. S obzirom
na vaznu ulogu kolagena u osiguravanju strukture i funkcije maternice tijekom trudnoce, buduce
studije trebale bi istraziti utjecaj HFHSD prehrane na druge aspekte remodeliranja tkiva maternice,
poput enzima ukljucenih u razgradnju kolagena (npr. metaloproteinaze) ili promjena u drugim

komponentama izvanstani¢nog matriksa.
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Metabolicke promjene i glikogen

Prehrana bogata mastima 1 Se¢erima (HFHSD) nije znacajno utjecala na ukupnu koli¢inu glikogena
u maternici, unato¢ vidljivoj blagoj tendenciji smanjenja u HFHSD skupini. Glikogen, kao klju¢ni
energetski izvor tijekom trudnoce, moZe reflektirati rane znakove metabolickih poremecaja,
osobito u uvjetima kronicnog energetskog viska (155, 156). Ranija istrazivanja sugeriraju da
visokokalori¢na prehrana moze utjecati na razinu inzulina 1 osjetljivost na inzulin, §to posljedi¢no
moZe mijenjati skladiStenje glikogena. Prilikom konzumacije visokokalori€éne prehrane,
kratkoro¢no dolazi do pojacane sekrecije inzulina koji potice ulazak glukoze u jetru 1 misSic¢e gdje
se ona pohranjuje kao glikogen. Dugoro¢na izloZenost prehrani s visokim udjelom masti 1 Secera
dovodi do inzulinske rezistencije, stanja u kojem jetra i misi¢a postanu otporni na inzulin, te se
glikogeneza preusmjerava u lipogenezu (157). Iako istrazivanja o skladiStenju glikogena u
maternici tijekom visokokalori¢ne prehrane ne postoje, ovi podaci sugeriraju da inzulinska
rezistencija moze smanjiti razinu glikogena, $to moZe utjecati na energetske potrebe maternice
tijekom trudnoce. Rezultati ove studije takoder podrzavaju ove tvrdnje. Tendencija smanjenja
kolicine glikogena mogla bi biti povezana s promjenama u lokalnoj regulaciji metabolizma
ugljikohidrata ili smanjenjem dostupnosti potrebnih nutrijenata za sintezu glikogena zbog prehrane
bogate mastima 1 SeCerima. lako ne postoje statisticki znacajne izmedu skupina, razlike u
varijabilnosti unutar skupina, s ve¢om varijabilno$¢u u SD skupini, upucuju na individualne razlike
u metabolizmu glikogena, Sto dodatno otezava interpretaciju rezultata. Manja varijabilnost u
HFHSD skupini moze biti rezultat homogenijeg odgovora na prehrambene promjene ili

ograni¢enja u mogucénosti metabolizma glikogena zbog prehrane.

Utjecaj HFHSD na izraZajnost UCP proteina

U endometriju 1 miometriju su vidljive tendencije smanjenja izraZajnosti UCP1 proteina kod
HFHSD, bez statisticke znacajnosti. Ovi nalazi ukazuju na mogucu ulogu HFHSD prehrane u
moduliranju metabolickih procesa maternice, ali zahtijevaju daljnju potvrdu. UCP1 poznat je po
svojoj ulozi u regulaciji termogeneze 1 metabolicke aktivnosti (158), a njegova prisutnost u
maternici moze ukazivati na specificne prilagodbe tkiva na energetski visak uzrokovan HFHSD

prehranom. U ranije provedenim studijama dokazano je da se koncentracija UCPI1 receptora u
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trudno¢i tranzitorno povecava (159), Sto u naSoj studiji nije dokazana promjena. lako su razlike
izmedu skupina u endometriju bile manje izrazene, u smislu varijabilnosti podataka unutar grupa,
mogle bi odrazavati prilagodbu ovog sloja na HFHSD prehranu, osobito s obzirom na njegovu
ulogu u implantaciji i odrzavanju trudnoce. Nepostojanje statisticki znacajnih razlika izmedu
skupina ukazuje na potrebu za daljnjim istrazivanjem kako bi se razumjele molekularne 1
funkcionalne implikacije ovih nalaza. Osim kvantitativne analize, buduce studije trebale bi
ukljuciti detaljne funkcionalne analize UCP1 u kontekstu maternice kako bi se istraZila njegova
uloga u metabolickom odgovoru na HFHSD prehranu. HFHSD uzrokovala je povecanje
izrazajnostt UCP3 proteina u endometriju, Sto je u konacnici rezultiralo znacajnom razlikom
izmedu endometrija i miometrija, koja kod SD skupine nije uo¢ena. Ove promjene mogu utjecati
na funkciju endometrija tijekom trudnoce, ukljucujuci procese kao Sto su implantacija i odrzavanje
fetusa, dok vidljiva tendencija povecanja izrazajnosti UCP3 proteina u miometriju implicira visoku
energetsku potrosnju 1 funkcionalnu spremnost ovog sloja. Povecana potreba za energijom u
rezultati ukazuju na znacajne promjene u mitohondrijskoj funkciji 1 energetskom metabolizmu
maternice. Povecanje izrazaja UCP3 proteina u maternici moze imati 1 zastitne 1 Stetne ucinke,
ovisno o fizioloSkom kontekstu u kojem ga promatramo. Na povecanu ekspresiju UCP3 u maternici
trudnica s metabolickim poremecajima gledamo kao na prilagodbu na oksidativni stres (160). S
druge strane, poviSena ekspresija UCP3 dovodi do smanjene proizvodnje ATP-a, Sto utjece na
implantaciju embrija i rast fetusa, a povezuje se 1 s disfunkcijom posteljice te potencijalno povecava
rizik od metabolickih poremecaja tijekom trudnoce poput gestacijskog dijabetesa i preeklampsije.
Dodatno, smanjena dostupnost ATP-a, moze utjecati na funkciju glatkih miSi¢a maternice kao 1 na
promjene u sintezi prostaglandina koji utjeCu na tonus maternice tijekom trudnoce i poroda (161).
Energetski disbalans ovih proteina moze reflektirati disfunkciju mitohondrija, potencijalno

povezanu s inzulinskom rezistencijom i upalnim procesima (162, 163, 164).
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7. ZAKLJUCCI

Na temelju rezultata provedene studije moZemo zakljuciti da prehrana bogata mastima i Se¢erima
(HFHSD) tijekom trudnoc¢e znacajno utjeCe na funkcionalnost i strukturu maternice te masnog
tkiva gravidnih Sprague Dawley Stakorica. Specificni zakljucci koji proizlaze iz rezultata studije

su:

1. HFHSD dovodi do povec¢anja potkoznog, visceralnog, perigonadalnog i ruzicastog masnog
tkiva, kao 1 ukupne tezine masnog tkiva gravidnih Sprague Dawley Stakorica.

2. HFHSD uzrokuje hipertrofiju adipocita u potkoznom, perigonadalnom i visceralnom

masnom tkivu te hiperplaziju u ruzi¢astom masnom tkivu.

HFHSD uzrokuje smanjenje povrSine lumena maternice.

HFHSD ne utjece na koli¢inu kolagena 1 glikogena u maternici.

HFHSD uzrokuje smanjenje izrazajnost IR-a u miometriju.

HFHSD uzrokuje povec¢anje izrazajnosti ObR-a u miometriju.

NS kAW

HFHSD ne utjece na izrazaj UCP1 proteina u maternici, ali uzrokuje znacajno povecanje

izrazajnosti UCP3 proteina u endometriju.

Otpornost materni¢nog tkiva na promjene u talozenju kolagena i glikogena, u kombinaciji s
lokalnim promjenama u metaboli¢koj regulaciji, ukazuje na prilagodljivost maternice u kratkom
vremenskom razdoblju. Medutim, zabiljezeni u¢inci HFHSD-a, poput smanjenja izrazajnosti
inzulinskog receptora 1 povecanja izrazajnosti leptinskog receptora u miometriju, kao i povecanje
izrazajnosti UCP3 proteina u endometriju, upucuju da postoje posebni mehanizmi regulacije
1zrazaja receptora u maternici kao odgovor na metabolicke disfunkcije. Ovo istrazivanje pruza
temelj za razumijevanje mehanizama kojima prehrana utjeCe na reproduktivno zdravlje i
metabolizam tijekom trudnoce. Nadalje, rezultati podrzavaju potrebu za uvodenjem preciznijih
mjernih metoda za procjenu pretilosti, ukljuuju¢i parametre poput omjera struka i visine, kako bi
se unaprijedila istrazivanja i terapijske strategije. Zaklju¢no, pravilna prehrana i rana intervencija
kljucni su za ocuvanje reproduktivnog zdravlja i prevenciju metabolickih bolesti, dok su daljnja
istrazivanja potrebna za dublje razumijevanje molekularnih mehanizama, koji reguliraju ove

promjene, 1 njihov utjecaj na dugorocne ishode trudnoce. Istrazivanjima na animalnim modelima
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moguce je dobiti sveobuhvatnije razumijevanje ucinaka visokokalori¢ne prehrane na zdravlje
maternice, §to bi moglo doprinijeti razvoju novih terapijskih pristupa u lijeCenju metabolickih 1

reproduktivnih poremecaja.
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8. SAZETAK

Uvod: Odrzavanje energetske ravnoteze reguliranjem unosa i potro$nje energije sloZzeno je
medudjelovanje biokemijskih reakcija 1 hormonske kontrole. U slu¢ajevima pretilosti, masno tkivo
preuzima znacajnu ulogu endokrinog organa. Medutim, dostupni su ogranic¢eni podaci o utjecaju
pretilosti na histopatoloSke 1 biokemijske promjene u maternici. Cilj ovog istrazivanja bio je
utvrditi utjecaj pretilosti na maternicu na kraju trudnoce, pri ¢emu je koriSten animalni model

Sprague Dawley Stakora.

Metode: Pretilost je inducirana prehranom s visokim udjelom masti 1 Se¢era (HFHSD) u trajanju
od 9 tjedana i tijekom razdoblja trudnoce. Nakon zrtvovanja Zivotinja, analizirano je pet razli¢itih
tkiva: bijelo masno tkivo (potkozno, visceralno i perigonadalno), ruzi¢asto masno tkivo (tkivo
dojke) 1 maternica s osvrtom na histopatolosku analizu. Dodatno, u maternici je analizirana koli¢ina
kolagena i glikogena te izraZaj inzulinskog (IR) 1 leptinskog receptora (ObR) kao 1 mitohondrijskih
proteina razdvajanja (UCP1 1 UCP3).

Rezultati: Tijekom eksperimenta, u grupi Stakorica na HFHSD, doslo je do znac¢ajnog povecanja
povrSine adipocita u potkoznom, visceralnom, perigonadalnom 1 ruzi¢astom masnom tkivu.
Prehrana bogata mastima 1 Se¢erima (HFHSD) tijekom trudnoce uzrokuje znacCajno smanjenje
veli¢ine lumena maternice Sprague Dawley Stakorica, dok debljina slojeva maternice, endometrija
1 miometrija ostaje nepromijenjena. lako nije zabiljezeno statisticki znacajno smanjenje kolicine
kolagena 1 glikogena, vidljiva tendencija smanjenja ukazuje na moguce metabolicke prilagodbe
maternice na HFHSD prehranu. HFHSD prehrana znacajno smanjuje izraZzenost inzulinskog (IR) 1
povecava izrazajnost leptinskog receptora (ObR)u miometriju, $to ukazuje na njegovu osjetljivost
na metabolicke promjene. Nasuprot tome, izrazenost UCP1 receptora ostaje stabilna, dok je
izrazenost UCP3 receptora znaCajno smanjena u oba sloja maternice (p < 0,005), sugerirajuci
potencijalne disfunkcije u mitohondrijskom metabolizmu. Rezultati ukazuju na moguce dugorocne

negativne posljedice HFHSD prehrane na reproduktivno zdravlje.

Zakljucci: Prehrana bogata mastima 1 Se¢erima (HFHSD) tijekom trudno¢e znacajno utjece na
strukturne 1 funkcionalne promjene maternice te masnog tkiva gravidnih Sprague Dawley

Stakorica. Iako se masa Stakorica na kraju trudnoce ne razlikuje, HFHSD dovodi do povecanja
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potkoznog, visceralnog, perigonadalnog 1 ruzicastog masnog tkiva, kao 1 ukupne mase masnog
tkiva. Uocena je hipertrofija adipocita u potkoZznom, perigonadalnom 1 visceralnom masnom tkivu
te hiperplazija u ruzi¢astom masnom tkivu, §to ukazuje na prilagodbu masnog tkiva na metabolicke
promjene uzrokovane prehranom. HFHSD uzrokuje smanjenje lumena maternice, dok ne mijenja
koli¢inu kolagena i glikogena u materni¢nom tkivu, §to upucuje na ocuvanje strukturnog integriteta
maternice unato¢ metaboli¢kim izazovima. Medutim, dolazi do smanjenja izraZenosti inzulinskog
receptora (IR) 1 povecanja izrazenosti leptinskog receptora (ObR) u miometriju, Sto sugerira
poremecenu hormonsku signalizaciju u maternici tijekom trudnoce. Takoder, HFHSD ne utjece na
izrazaj UCP1 proteina, ali znacajno povecava ekspresiju UCP3 u endometriju, §to moZe imati
posljedice na lokalnu energetsku regulaciju 1 oksidativni stres. Ovi rezultati istiCu povezanost
nezdrave prehrane s metabolickim disfunkcijama, upalnim procesima 1 reproduktivnim
poremecajima. Otpornost maternice na promjene u talozenju kolagena 1 glikogena, uz istodobne
metabolicke prilagodbe, upucuje na moguénost kratkorocne kompenzacije nepovoljnih uvjeta.
Ipak, identificirani uc€inci, poput smanjene izrazenosti IR-a i povecane ekspresije UCP3, mogu
imati dugorocne posljedice na funkciju maternice i ishod trudnoce. Pravilna prehrana i rana
intervencija klju¢ni su za oCuvanje reproduktivnog zdravlja i prevenciju metabolic¢kih bolesti, dok
su daljnja istraZivanja potrebna za dublje razumijevanje molekularnih mehanizama koji reguliraju

ove promjene 1 njihov utjecaj na dugoro¢ne ishode trudnoce.

Kljuéne rijeci: masno tkivo; maternica; prehrana; Stakori; trudnoca.
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The effects of high-fat, high-sugar diet on morphological and functional characteristics of uterus

and subcutaneous and perigonadal adipose tissue in Sprague Dawley rats

9. SUMMARY

Background: Maintaining energy balance between the regulation of energy intake and expenditure
is a complex interplay of biochemical reactions and hormonal control. In case of obesity, adipose
tissue takes on the significant role of an endocrine organ, producing various molecules known as
adipokines, including leptin, adiponectin, and kisspeptin. However, limited data are available on
how these adipokines influence histopathological changes in the uteri of obese pregnant rats. This
study aims to investigate the impact of obesity on the adipose tissue, as well as on the gravid uterus

in Sprague Dawley rat model.

Material and Methods: Obesity was induced by a high-fat, high-sugar diet (HFHSD) for nine
weeks, including the pregnancy period. Five different tissues of the euthanised animals were
analyzed: white adipose tissue (subcutaneous, visceral, and perigonadal), pink adipose tissue
(mammary gland tissue) and the uterus which was histopathologically analysed. Additionally,
collagen and glycogen content, as well as the expression of insulin receptor (IR), leptin receptor

(ObR), and mitochondrial uncoupling proteins (UCP1 and UCP3) were examined in the uterus.

Results: In the course of the experiment, the HFHSD group showed a significant increase in
adipocyte area in subcutaneous, visceral, perigonadal, and pink adipose tissues. HFHSD during
pregnancy significantly reduced the uterine lumen size in Sprague Dawley rats, while the thickness
of the uterine layers, including the endometrium and myometrium, remained unchanged. Although
no statistically significant reduction in collagen and glycogen levels was noticed, an observed
decreasing trend suggests potential metabolic adaptations of the uterus to HFHSD. HFHSD
significantly reduced IR expression and increased ObR expression in the myometrium, indicating
its sensitivity to metabolic changes. Conversely, UCP1 expression remained stable, whereas UCP3
expression was significantly reduced in both uterine layers (p < 0.005), suggesting potential
dysfunctions in mitochondrial metabolism. These findings indicate possible long-term adverse

effects of HFHSD on reproductive health.
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Conclusions: HFHSD during pregnancy significantly impacts structural and functional changes in
the uterus and adipose tissue in the pregnant Sprague Dawley rats. While body weight at the end
of pregnancy remains unchanged, HFHSD leads to an increase in subcutaneous, visceral, gonadal,
and pink adipose tissues, along with an overall increase in adipose tissue mass. The observed
adipocyte hypertrophy in subcutaneous, perigonadal, and visceral fat and hyperplasia in pink
adipose tissue suggest an adaptive response of adipose tissue to metabolic changes induced by diet.
HFHSD reduces uterine lumen size, but does not alter collagen and glycogen content in uterus,
indicating preserved uterine structural integrity despite metabolic challenges. However, the
reduced IR expression and increased ObR expression in the myometrium suggest altered hormonal
signaling in the uterus during pregnancy. Furthermore, HFHSD does not affect UCP1 protein
expression, but significantly increases UCP3 expression in the endometrium, which may impact
local energy regulation and oxidative stress. These findings emphasize the link between unhealthy
dietary patterns, metabolic dysfunctions, inflammation, and reproductive disorders. The uterus
resistance to changes in collagen and glycogen deposition, along with simultaneous metabolic
adaptations, suggests short-term compensation for adverse conditions. However, the identified
effects, such as reduced IR expression and increased UCP3 expression, could have long-term
consequences on uterine function and pregnancy outcomes. Proper nutrition and early intervention
are essential for maintaining reproductive health and preventing metabolic diseases. Nevertheless,
further research is needed to gain a deeper understanding of molecular mechanisms regulating these

changes and their impact on long-term pregnancy outcomes.

Key words: adipose tissue; uterus; diet; rats; pregnancy.
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11. ZIVOTOPIS

Dina Sisljagi¢, rodena je 14. travnja 1985. godine u Osijeku. Nakon zavriene II. gimnazije u
Osijeku, 2004. godine upisuje sveucili$ni integrirani preddiplomski 1 diplomski studij medicine na
Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Rijeci te se 2007. godine prebacuje na Medicinski fakultet,
Sveucilista J. J. Strossmayera u Osijeku gdje je 2010. godine diplomirala 1 stekla zvanje doktora
medicine. Pripravnicki staz je obavila u Klinickom bolnickom centru Osijek gdje je od veljace
2012. godine na specijalistickom usavrSavanju iz ginekologije 1 opstetricije u Klinici za
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Sveuciliste J. J. Strossmayera u Osijeku. U ak. god. 2014./2015. pohadala je 1 zavrSila
poslijediplomski specijalisti¢ki studij ,,Ultrazvuk u ginekologiji i porodnistvu‘ na Medicinskom
fakultetu SveuciliSta u Zagrebu koji stekla naziv sveuciliSna magistra ultrazvuka u ginekologiji 1
opstetriciji. U ak. god. 2016./2017. pohadala je i zavrSila poslijediplomski specijalisti¢ki studij
Ginekologija 1 opstetricija na Medicinskom fakultetu SveuciliSta u Zagrebu. Specijalisticki ispit iz
Ginekologije 1 opstetricije polaze 02. ozujka 2018. godine te stjece naziv specijalist ginekologije 1
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fakultetu Sveucilista J.J. Strossmayera u Osijeku. Program pedagoSko-psiholosko-didaktic¢ko-
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ak. god. 2020/2021. Ispit iz uze specijalizacije Humana reprodukcija polaze 15. ozujka 2023.
godine te stjece naziv subspecijalist humane reprodukcije. Autor je i koautor stru¢nih 1 znanstvenih
radova iz svog podru¢ja djelovanja, objavljenih u domac¢im i1 medunarodnim indeksiranim
Casopisima 1 prezentiranih na simpozijima 1 kongresima. Koautor je sveuciliSnog udzbenika
,Ginekologija i perinatologija®, 2024., ¢iji je glavni urednik izv. prof. prim. dr. sc. Rajko Fures, a
nakladnik Fakultet za dentalnu medicinu 1 zdravstvo Osijek Sveucilista J.J. Strossmayera u
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1. Prilog
Izjava o suglasnosti za uporabu uzoraka u svrhu znanstveno-istraziva¢kog rada, prof. dr. sc.
Robert Gaspar, 23. lipanj 2017. godine

Department of Pharmacodynamics and Biopharmacy
Faculty of Pharmacy
University of Szeged
Head: habil. Robert Gaspar, PharmD, PhD
Hungary
6720 Szeged, Eotvos u. 6. Tel/Fax.: (62) 545-567

DECLARATION

To Whom It May Concern

Hereby 1 declare that T allow and consent the use of rat samples from my laboratory for
research of Martina Vulin, Zrinka Romic and Dina Sisljagic (Josip Juraj Strossmayer
University of Osijek) to achieve PhD qualification. The samples are the part of our
cooperative activity in the framework of RECOOP HST. The title of the project is Obesity
and pregnant uterine contractility: molecular and functional investigation of the roles of
leptin, adiponectin and kisspeptin in rats. The live phase of this project has been completed
in our department by the ethical permission of Hungarian Ethical Committee for Animal

Research (registration number: 1V/3071/2016).

Szeged, June 23, 2017.
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Robert Gaspar‘:(P('nB’\ '
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2. Prilog
Odobrenje madzarskog Nacionalnog znanstvenog etickog povjerenstva za pokuse na
Zivotinjama

)\/ \"\., i,\ : 40 ,: )
CSONGRAD MEGYEI
KORMANYHIVATAL
Ugyiratszam: CS1/01/3071- G /2016 Targy: projekt engedély
Ugyintéz6: dr. Makayné dr. Palfi Timea Hiv. sz4m: -
Tel.: 62/680-800 Melléklet: -
Hatarozat

A Szegedi Tudominyegyetem Gyogyszerésztudomanyi Kar, Gyégyszerhatastani és Biofarmaciai
Intézet (6720 Szeged, E6tvos u. 6.) részére az

»AZ obezitis hatdsa a vemhes uterus kontraktilitisra és a cervix rezisztencidra: a leptin,
adiponektin és kisspeptin szerepének molekuldris és funkcionalis vizsgilata patkdnyban”

megnevezésl munkaprogram végzését

engedélyezem,

és azt a IV./3071/2016. engedélyszamon nyilvantartasba veszem. Az engedély a hatérozat kiallitdsanak

napjatél szamitva 5 évig, illetve visszavonasig érvényes.

Az engedélyezett tevékenységet az alabbi kikotésekkel végezheti:

- A tevékenység végzése soran koteles betartani az allatok védelmérdl és kiméletérdl szolo 1998.
évi XXVIIL toérvény-; az allatkisérletekr6l szol6 40/2013. (II. 14.) Korm. rendelet-; valamint az
Eurépai Parlament és a Tanacs 2010/63/EU iranyelve a tudomanyos célokra felhasznalt allatok
védelmérdl vonatkozo eldirasait.

- A tevékenységre jogosité engedélyt koteles, az engedélyezett allatkisérleti tevékenység

végzésének helyén tartani és azt ellendrzés soran bemutatni

A munkaprogram végrehajtasanak helyéiil szolgdlo létesitmény: Szegedi Tudomanyegyetem
Gyobgyszerésztudomanyi Kar, Gyogyszerhatdstani és Biofarmaciai Intézet (6720 Szeged, E6tvos u.

6.)

A munkaprogram 4altaldnos megvalositasaért, valamint jelen engedélyben foglaltak végrehajtasért
felelés személy: Dr. Habil. Gaspar Rébert, intézetvezeto egyetemi docens (6720 Szeged, Edtvos u.
6.)

Postacim: Csongrad Megyei Kormanyhivatal Elelmiszerlanc-bi Agi és Foldmiivelésiigyi Féosztily
[=1 6724 Szeged, Vasas Szent Péter u. 9. 6701 Szeged, Pf.: 446
B +36 (62) 680-800 & +36 (62) 680-801
@ www.csmkh.hu N csongrad-elelmiszer @nebih.gov.hu




3. Prilog
Sastav hrane HFHSD (C1011, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Njemacka)

L]
altromin C 1011 - product data sheet

c 1011

carbohydrate & fat rich diet

Metabolized energy

Content Value unit
Fat 1,086 (28%) kecal/kg
Protein 606 (16%) kcal/kg
Carbonhydrates 2,210 (56%) keal/kg

crude nutrients and moisture

Content Value unit
Moisture 69,537  (7.0%) mg/kg
Crude Ash 54,267  (5.4%) mg/kg
Crude Fibre 30,573  (3.1%) mg/kg
Crude Fat 120,664 (12.1%) mg/kg
Crude Protein 151,575 (15.2%) mg/kg
Nitrogenfree extractives 573,384 (57.2%) mg/kg
Carbonhydrates
Content Value unit
Monosaccharides 0 mg/kg
Disaccharides 176,505 mg/kg
Polysaccharides 356,027 mg/kg
Minerals
Content Value unit
Calcium 9,215 mg/kg
Potassium 7,076 mg/kg
Magnesium 681 mg/kg
Sodium 2,473 mg/kg
Phosphorus 7,326 mg/kg

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG
Im Seelenkamp 20, 32791 Lage, Germany
altromin

Page 1/3 info@altromin.de - www.altromin.com




4. Prilog
Sastav hrane SD (1314, Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG, Lage, Njemacka)

L]
a "'I"om N 1310 - product data sheet

1310

Breeding diet for rats and mice

The 1310 formula is a cereal-based (soy, wheat, corn) fixed formula which is free of alfalfa and fish/animal meal and
deficient in nitrosamines. This breeding diet was designed as complete feedingstuff for ad libitum feeding, recommended
for breeding adult rats/mice and young rats/mice up to an age of 8 weeks.

Available as

1311 - Powder 1314 - 10mm pellets 1318 - Hybridpellet 1319 - Extrudate

Product variations

The 1310 formula is optionally also available in one or a combination of the following variants.

Variant P
deficient in phytoestrogens
Variant Fortified
autoclavable, increased vitamin content, coated on request
Variant Irradiated
irradiated with 5 to 50kGy
Variant TPF
total pathogen free
The contents may vary for these variants.

Metabolized energy

Content Value unit
Fat 463 (14%) kcal/kg
Protein 901 (27%) kealkg
Carbonhydrates 1,976 (59%) kealkg

crude nutrients and moisture

Content Value unit
Moisture 111,241 (11.1%) mg/kg
Crude Ash 61,128  (6.1%) mg/kg
Crude Fibre 45,480  (4.5%) mg/kg
Crude Fat 51,398  (5.1%) mg/kg
Crude Protein 225,155 (22.5%) mg/kg
Nitrogenfree extractives 505,599 (50.7%) mg/kg

Altromin Spezialfutter GmbH & Co. KG
Im Seelenkamp 20, 32791 Lage, Germany
altromin
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