IZVORNI ZNANSTVENI RAD

" Katarina Miljak, studentica,
Veterinarski fakultet
Sveucilista u Zagrebu

2jzv. prof. dr. sc. Tomislav
Masek, Zavod za prehranu

i dijetetiku Zivotinja,
Veterinarski fakultet
Sveucilista u Zagrebu

3dr. sc. Kristina Starcevic, visa
znanstvena suradnica, Zavod
za stocarstvo, Veterinarski
fakultet Sveucilista u Zagrebu

*e-mail:
kate.miljak@gmail.com

Kljucne rijeéi: saharoza,
A-desaturaze, masne
kiseline, malondialdehid,
dijabetes tipa 2

Key words: sucrose,
A-desaturase, fatty acids,
malondialdehyde, diabetes
type 2

Utjecaj dugotrajnog tretmana saharozom u
pitkoj vodi na ekspresiju gena A desaturaza te
koncentraciju masnih kiselina i malondialdehida
u jetri stakora

The influence of long-term sucrose drinking on
A-desaturase gene expression, fatty acid concentration
and malondialdehyde values in rat liver

Miljak’, K., T. Masek?, K. Starcevié®

Sazetak

Istraiivanje je provedeno kako bi se istrazio u¢inak dugotrajnog tretmana saharozom u pitkoj
vodi na masnokiselinski profil jetre, ekspresiju A-desaturaza i lipidnu peroksidaciju. Istrazivanje
je provedeno na Wistar Stakorima koji su bili podijeljeni u dvije skupine: kontrolnu i pokusnu, koja
je dobivala 30 % saharoze u pitkoj vodi. Tretman je zna¢ajno promijenio masnokiselinski profil je-
tre. Najznacajnije su promjene bile porast C16:0, C16:1n7 i C18:1n9 i pad koli¢ine C18:0, C18:2n6,
C18:3n3, C20:4n6 i C20:5n3. Sumirani profil masnih kiselina pokazao je znacajan porast mononeza-
si¢enih masnih kiselina i zasi¢enih masnih kiselina. Primjena kvantitativhog PCR-a u stvarnom vre-
menu pokazala je porast ekspresije A-9-desaturaze i smanjenje ekspresije A-5-desaturaze. Takav
rezultat povrduje dobivene koncentracije masnih kiselina u jetri. Koncentracija malondialdehida je
bila povec¢ana u pokusnoj skupini u plazmi i jetri. Uzrok promjena bilo je djelovanje vise ¢imbenika
od kojih smatramo da su najbitniji: porast $-oksidacije C18:2n6iC18:3n3, porast de novo lipogene-
ze kao i promjene u aktivnosti A-desaturaza. Povecana lipidna peroksidacija, mjerena stvaranjem
malondialdehida, posljedica je povecane koncentracije glukoze i neenzimske glikozilacije. Dobive-
ni rezultati potvrduju visok stupanj ostecenja tkiva kod dugotrajnog tretmana saharozom u pitkoj
vodi, te daju posredan uvid u promjene koje nastaju konzumacijom velikih koli¢ina zasladenih pica
kao predispozicije za nastanak dijabetesa tipa 2.

Abstract

his study was conducted to investigate the effect of long-term treatment with sucrose in drin-

king water on the fatty acid profile of the liver, A-desaturase gene expression and lipid peroxi-
dation. We used Whistar rats, divided into two groups: control and experimental, which received 30
% sucrose in their drinking water. The treatment significantly changed the fatty acid profile of the
liver. The most significant alterations were an increase in C16:0, C16:1n7 and C18:1n9; and a decre-
ase in C18:0, C18:2n6, C18:3n3, C20:4n6 and C20:5n3. The summarized fatty acid profile showed
a significant increase in monounsaturated fatty acids and saturated fatty acids. The application
of quantitative PCR revealed an increase in the expression of the A9-desaturase and a decrease
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in the expression of A5-desaturase. The resulting concentration of fatty acids found in the liver,
confirmed these results. The malondialdehyde content increased in the experimental group, in the
plasma and liver. The observed changes were the results of several factors, of which the most im-
portant were: the increase in I-oxidation of C18:2n6 and C18:3n3, the increase in de novo lipogene-
sis and the changes in the activity of A-desaturases. Increased lipid peroxidation was measured by
the formation of malondialdehyde, which originates from the increased concentration of glucose
and non-enzymatic glycosylation. The obtained results confirm the high degree of tissue damage
from long-term treatment with sucrose in drinking water. Moreover, they provide a indirect insight
into the changes that are caused by consumption of large amounts of sweetened beverages, as a

predisposition to type 2 diabetes.

uvoD

Diabetes mellitus ili Secerna bolest jest
metabolicki poremecaj obiljezen kroni¢nom
hiperglikemijom, promjenama u metabolizmu
ugljikohidrata, masti i bjelancevina kao poslje-
dica nedovoljne sinteze i/ili aktivnosti hormona
inzulina (Who, 2014.). Inzulin je bjelancevinasti
hormon koji sintetiziraju beta-stanice Langer-
hansovih otoci¢a guSterace, a sastoji se od dva-
ju polipeptidnih lanaca povezanih disulfidnim
mostovima. Inzulin se pohranjuje unutar stani-
ce u obliku granula koje se, kao odgovor na spe-
cifitne metabolicke signale, otpustaju u cirkula-
ciju (Najjar, 2000.). Njegova je najvaznija uloga
u regulaciji metabolizma ugljikohidrata i masti
tako da potice ulazak glukoze u stanice i skladi-
Stenje masti u masnom tkivu te inhibira sintezu
glukoze u jetri (Sonksen i Sonksen, 2000.). Dija-
betes tipa 2 (DM tipa 2, tip neovisan o inzulinu)
pripada kategoriji dijabetesa u kojoj su stanice
rezistentne na inzulin (Shoback i sur., 2011.).
Bitnu ulogu u njegovu razvoju imaju promjene
u nacinu Zivota, obiljeZene smanjenjem tjelesne
aktivnosti i pove¢anjem konzumacije energet-
ski bogatih namirnica, $to dovodi do pretilosti
koja je vazan preduvjet za nastanak dijabetesa
(Edelstein i Knowler Brain, 1997.). Ozbiljne du-
gorotne komplikacije dijabetesa uklju¢uju bo-
lesti kardiovaskularnog sustava, mozdani udar,
ulkuse na ekstremitetima te oStecenja lece i
oka (Who, 2014.). Centar za kontrolu i preven-
ciju bolesti u SAD-u u lipnju 2014. godine obja-
vio je statisticke podatke o rasprostranjenosti
dijabetesa u SAD-u, koji su pokazali da svaka
jedanaesta osoba u SAD-u boluje od dijabetesa,
dok 30 % oboljelih osoba ne zna da boluje od
dijabetesa. Usporedno, svaka je tre¢a osoba u
stadiju predijabetesa, a 90 % ljudi s predijabe-
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tesom nije svjesno svoga stanja. Podaci Centra
za kontrolu i prevenciju bolesti iz 2010. godine
navode dijabetes kao sedmi po redu uzrok smrti
medu Amerikancima (Who, 2014.).

Konzumacija zasladenih napitaka u razvi-
jenim zemljama postaje vazan ¢imbenik u ra-
zvoju bolesti poput dijabetesa tipa 2 ili sr¢anih
bolesti. Ljudi koji konzumiraju jednu do dvije li-
menke zasladenih pi¢a dnevno imaju 26 % vecu
Sansu za razvoj dijabetesa tipa 2 u usporedbi
s onima koji takva pi¢a konzumiraju u mnogo
manjim koli¢inama (Malik i sur., 2010.a; Malik
i sur, 2010.b). ViSestruko nezasicene masne
kiseline (PUFA) osnovna su strukturna kompo-
nenta stanictne membrane i njihova prisutnost
u fosfolipidnom dvosloju omogucuje fluidnost
i selektivnu propusnost membrane (Tosi i sur.,
2014.). Zbog njihove vaznosti u organizmu sva-
ka promjena u njihovu metabolizmu ili strukturi
dovodi do razli¢itih patoloskih promjena u tkivi-
ma (Tosi i sur., 2014.). Regulacija biokonverzije
PUFA iz njihovih prekursora ukljucuje aktivnost
enzima, poput desaturaza (A9D, A6D, A5D) i
elongaza (Elovl2, Elovl4, Elovl5, Elovl6) (Tu i
sur., 2010).

U dijabetesu tipa 1 postoje promjene u bio-
konverziji PUFA-e zbog pada u ekspresiji gena
za A9 desaturazu (Montanaro i sur., 2005.),
A6 desaturazu (Comte i sur., 2004.; Rimoldi i
sur., 2001.) i A5 desaturazu (Montanaro i sur.,
2005.), uz promjene u sastavu masnih kiselina
u tkivima, poput smanjene koli¢ine palmitinske
kiseline i jednostruko nezasi¢enih masnih ki-
selina (MUFA) (Comte i sur., 2004.; Montanaro i
sur., 2005.). Nasuprot tomu, kod DM tipa 2 ek-
spresija gena za desaturaze je povisena (Ima-
muraisur. 2014.).
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MATERIJALI | METODE
Zivotinje

U istrazivanju koje je trajalo 20 tjedana, ko-
ristili smo 8 muskih Stakora koji su bili nasumic-
no podijeljeni u dvije skupine: kontrolnu, koja je
dobivala pitku vodu, i pokusnu, koja je dobivala
30 % saharoze (w/v) u pitkoj vodi. Svi su stakori
drzani u standardnim polikarbonatnim kavezi-
ma na piljevini i u kontroliranim uvjetima oko-
lisa. Temperatura prostorije iznosila je 22 °C
1 °C, a svjetlosni se rezim sastojao od 12 sati
svjetlai 12 sati tame (svjetlo je bilo upaljeno od
7:00 do 19:00 sati). Hrana i voda su u svakom
trenutku bili dostupni za konzumaciju (ad libi-
tum). Razina glukoze u krvi analizirana je svaki
dan u 8 sati pomoc¢u Accu-Chek Go brzog anali-
zatora.

Odredivanje sastava masnih kiselina

Masne su kiseline izolirane iz jetrenog tkiva
pomocu mjesavine kloroforma i metanola (2: 1,
v/v) nakon ¢ega je otapalo otpareno pod stru-
jom dusika. Ukupni su lipidi nakon toga otoplje-
ni u 100 pL mjesavine kloroforma i metanola (2
: 1, v/v) uz dodatak 0,1 % betahidroksitoluena
(BHT) kao antioksidansa. Takvi su lipidi pohra-
njeni na -20 °C do daljnje analize. Derivatizacija
masnih kiselina u metil-estere napravljena je
primjenom BF, u metanolu (20 %-tna otopina)
tijekom tri sata. Dobiveni esteri masnih kise-
lina analizirani su na plinskom kromatografu
(Gas Chromatograph GC 2010 Plus; Shimadzu,
Kyoto, Japan) s kapilarnom kolonom ZB WAX
(Phenomenex, Torrance, CA, USA) i helijem kao
plinom nositeljem te uporabom FID detektora.
Pojedine masne kiseline identificirane su pri-
mjenom eksternog standarda (37 Component
FAME mix, Supelco, Bellefonte, PA, USA). Sastav
masnih kiselina izra¢unat je kao postotak poje-
dinih masnih kiselina prema ukupnim masnim
kiselinama.

Indeks za de novo lipogenezu izracunat je iz
sastava masnih kiselina prema sljedec¢oj formu-
li:[(C16:1)+(C18:1n-7)+(C20:3n-9)]/[(ukupne
masne kiseline)].

Veterinar Godina 2016. Godite 54. Broj 1.

Odredivanje koncentracije malondialdehida

Opseg lipidne peroksidacije mjeren je odre-
divanjem koncentracije malondialdehida (MDA)
u plazmi kao reaktivne tvari tiobarbiturne kise-
line (TBARS). Metoda se temelji na reakciji MDA
s tiobarbiturnom kiselinom (TBA), pri ¢cemu jed-
na molekula MDA reagira s dvije molekule TBA
te nastaje stabilna ruzicasta do crvena boja koja
se najbolje ocitava na 532 nm. Koncentracija
MDA u plazmi sluzi kao biomarker lipidne pe-
roksidacije i kao indikator oStecenja uzrokova-
nih slobodnim radikalima jer je malondialdehid
relativno stabilan produkt koji nastaje degra-
dacijom polinezasi¢enih masnih kiselina. Kon-
centraciju MDA (TBARS) mjerili smo metodom
tekuéinske kromatografije prema Agarwallu i
Chaseu (2002.).

Ukratko, alikvot od 20 pL injektiran je u Shi-
madzu LC-2010HT tekucinski kromatograf s
Inert-Sustain C18 kolonom (4,6 mm * 150 mm,
5 pm veli¢ina Cestica; GL Sciences, Tokyo, Ja-
pan). Standardna je krivulja pripremljena upo-
rabom 1,1,3,3-tetraetoksipropana. Koncentra-
cija MDA izrazena je u nmol po gramu jetrenog
tkiva ili nmol na mililitar plazme.

Lancana reakcija polimerazom nakon obr-
nutog prepisivanja

Ukupnu RNK izdvojili smo iz jetrenog tkiva
pomocu komercijalnog kita SV Total RNA Isola-
tion (Promega GMBH, Mannheim Germany) pre-
ma prilozenim uputama. Za izolaciju RNA kori-
Steno je 30 mg jetrenog tkiva Stakora. Homoge-
nizacija i liza stanica odvaganog jetrenog tkiva
provedena je u 175 pL pufera za lizu. Zatim je
dodano 350 pL pufera za razrjedenje RNA te je
uzorak termostatiran u vodenoj kupeljina 70 °C
tijekom tri minute. Nakon lize stanica dobivena
reakcijska smjesa centrifugirana je na 12 000
okretaja/min tijekom deset minuta. Dobiveni
bistri lizat prebacen je u novu mikroepruvetu sa
silikagel membranom. Reakcijskoj smjesi doda-
no je 200 pL 95 %-tnog etanola i centrifugira-
na je tijekom jedne minute na 12 000 okretaja/
min. Bistra je otopina uklonjena, a RNA vezana
za silikagel membranu dva puta je isprana oto-
pinom za pranje RNA. Zaostala DNA uklonjenaje
DNA-aza mjeSavinom. RNA vezana na silikagel
membrani otpustena je sa 100 pL vode ociS¢ene
od nukleaza. Pomocu spektrofotometra (Bio-
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Drop pLITE, BioDrop, Cambridge, UK) odredena
je koli¢ina i Cistoca izolirane RNA. Uzorci su po-
hranjeni na -80 °C do daljnje analize.

Lancana reakcija polimerazom nakon obr-
nutog prepisivanja (qRT-PCR) provedena je
pomocu komercijalnog kita One-Step SYBR Pri-
meScript RT-PCR Kit Il (TaKaRa Bio Inc. Shiga,
Japan) prema uputama proizvodaca u uredaju
Stratagene MxPro3005 (Agilent Technologies,
USA and Canada). Reakcija qRT-PCR provedena
je uvolumenu od 20 pL. Program gRT-PCR reak-
cije zapocinje reakcijom obrnutog prepisivanja
na 42 °C pet minuta nakon ¢ega slijedi inaktiva-
cija enzima reverzne transkriptaze na 95 2C 10
sekundi. Nakon toga u drugom segmentu PCR
reakcije slijedi reakcija umnazanja cDNA prema
uvjetima iz literature (Huanga i sur., 2006.). Re-
zultati su normalizirani s unutarnjom kontro-
lom (B-actin i cyclophyllin gen). Metodom rela-
tivne kvantifikacije pomoc¢u AACt metode (224)
odredena je ekspresija gena u uzorcima jetre.
Smanjenu ekspresiju oznacuju vrijednosti od 0
do 1, a povecanu vrijednosti vece od 1.

Statisticka obrada podataka

Podaci su analizirani primjenom statistickog
programa Statistica 2010 program (Statistica,
Tulsa, OK, USA). Prije utvrdivanja statistickih
rezultata svi su podaci testirani na normalnost
distribucije primjenom Shapiro-Wilks testa.
Svi su rezultati izrazeni kao srednja vrijednost
i standardna pogreska. Kretanje koncentracije
glukoze testirano je analizam varijance za po-
novljena mjerenja i post hoc testom (Bonferro-
nijeva korekcija). Primjenom t-testa analizirana
je statisticka znacajnost razlika sastava masnih
kiselina, sumiranog profila i koncentracije ma-
londialdehida. Statisticka znacajnost razlike u
ekspresiji gena utvrdena je pomocu vrijednosti
Ct krivulja. Razlike su smatrane statisticki zna-
¢ajnim ako je p < 0,05.

REZULTATI

Vrijednosti glukoze u krvi nisu se znacajno
razlikovale izmedu skupina sve do 16.i 20. tjed-
na kada postaju znacajno viSe u skupini tretira-
noj saharozom (slika 1).

Usporedbom rezultata kontrolne i pokusne
skupine vidljive su znaajne promjene u sastavu
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masnih kiselina u uzorcima jetre, one ukljucuju
promjene u sastavu zasi¢enih masnih kiseli-
na pokusne skupine poput znacajnog porasta
C16:0(p=0,001) ipadaC18:0 (p=0,001). Sumi-
rani profil masnih kiselina (slika 2.a) poklapa se
s ovim rezultatima, odnosno pokazuje povecan
udio zasicenih masnih kiselina u jetri pokusnih
Stakora u odnosu na jetru kontrolne skupine (p
=0,001).

U sastavu MUFA-e kod pokusne skupi-
ne moze se uoCiti izrazit porast C16:1n7 (p
= 0,001), C18:1n9 (p = 0,011), C18:1n7 (p =
0,005). Rezultati se podudaraju s onima na
sumiranom profilu masnih kiselina (slika 2.a),
gdje se vidi izrazito povecanje udjela MUFA-e u
jetri pokusnih Zivotinja (p = 0,006).

Kod PUFA pokusne skupine vidljiv je dra-
stican pad C18:2n6 (p = 0,000), C18:3n3 (p
= 0,000), C20:4n6 (p = 0,005) i C20:5n3 (p =
0,000). Sumirani profil masnih kiselina (slika
2.a) odgovara ovim rezultatima, odnosno pri-
kazuje znatno smanjenje udjela PUFA-e u jetri
pokusnih Zivotinja (p = 0,006).

Uz promjene sastava masnih kiselina nakon
tretmana saharozom mjerili smo i koncentraciju
MDA u plazmi (slika 2.b) i tkivu jetre (slika 2.c)
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Slika 1. Utjecaj tretmana
saharozom na razinu glu-
koze u Kkrvi. Razina glukoze
mjerena je svako jutro u 8
sati (non-fasting). [, kon-
trola; |:| saharoza. Kretanje
koncentracije glukoze testi-
rano je analizom varijance
za ponovljena mjerenja i
post hoc testom (Bonferro-
nijeva korekcija).
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Slika 2. Utjecaj tretmana
saharozom na: A) sumirani
profil masnih kiselina u
jetri Stakora (SFA, zasicene
masne kiseline; UFA, nezasi-
¢ene masne kiseline; MUFA,
mononezaasi¢ene masne
kiseline; PUFA, polinezasice-
ne masne kiseline, B) razinu
MDA u plazmi, C) razinu MDA
u jetri pokusnih Stakora i D)
indeks za de novo lipoge-
nezu izracunat iz sastava
masnih kiselina [(C16:1)+(-
C18:1n-7)+(€20:3 n-9)I/
[(ukupne masne kiseline)].
|:|, kontrola; |:| saharoza.
Statisticka znacajnost utvr-
dena je primjenom t-testa.

Slika 3. Relativna ekspre-
sija mRNA desaturaza poku-
sne skupine relativno prema

kontrolnoj skupini. Ekspre-

sija je utvrdena primjenom
kvantitativhog PCRa u real-
nom vremenu i izracunata iz

Ct krivulja primjenom AACt

metode (2AACt). Smanjenu

ekspresiju oznacuju vrijed-
nostiod 0 do 1, a povecanu
vrijednosti vece od 1. Sta-
tisticka je znacajnost utvr-
dena primjenom t-testa na
vrijednosti Ct krivulja.

pokusnih Stakora kao pokazatelja stupnja ok-
sidacijskog oStecenja tkiva. Koncentracija MDA
u plazmi pokusne skupine bila je povecana u
odnosu na koncentraciju kod kontrolne skupine
(p = 0,044), sto prate i rezultati mjerenja kon-
centracije MDA u jetrenom tkivu, gdje takoder
nalazimo povisenu koncentraciju MDA u odnosu
na kontrolnu skupinu (p = 0,015).

Indeks za de novo lipogenezu pokazao je
znacajno poviSene vrijednosti kod pokusne sku-
pine (p < 0,001) (slika 2.d).

Primjena gRT-PCR dokazala je smanjenu ek-
spresiju A5 desaturaze (p = 0,023) u odnosu na
kontrolnu skupinu iizrazito povisenu ekspresiju
A9 desaturaze (p = 0,000) (slika 3).

RASPRAVA

Istrazivanje je potvrdilo naSu pretpostav-
ku kako dugotrajno uzimanje visoke koli¢ine
saharoze putem pitke vode dovodi do porasta
razine glukoze. Prema Kawasakiju i suradnicima
(2005.) objasnjenje za ovakvu hiperglikemiju
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su: povecanje tjelesne mase kao predispozicija
za dijabetes, visoka razina saharoze koja sama
dovodi do hiperinzulinemije i hiperglikemije te
genetska predispozicija Stakora za hiperglike-
miju. Vrijeme nastanka hiperglikemije varira i
ovisi o soju Stakora, prehrani i stresu. U naSem
istrazivanju hiperglikemija je bila vidljiva od 16.
tjedna. Kod Wistar Stakora, hranjenih uobica-
jenom laboratorijskom hranom, hiperglikemija
se pojavljuje ve¢ od 8. tjedna (Kawasaki i sur.,
2005.; Carvalho i sur., 2012.), Sto je usporedivo
s rezultatima naseg istrazivanja.

Analiza masnih kiselina jetre otkrila je velike
modifikacije u sastavu. Ukupna razina zasic¢enih
masnih kiselina bila je povisena, i to zbog izra-
zito visokog porasta palmitinske kiseline. Takvo
povecanje razine C16:0 moze biti posljedica
smanjenja B-oksidacije i/ili povisenja de novo
sinteze. Razinu de novo sinteze mijerili smo in-
direktno putem indeksa de novo sinteze te je taj
indeks pokazao znacajan porast de novo sinte-
ze. Nasuprot tomu, razina C18:0 bila je znacaj-
no smanjena. Na razinu C18:0, osim biosinteze
elongacijom iz C16:0, utjece i razina biokonver-
zije u C18:1n9. U nasem je istrazivanju vidljivo
izrazito povecanje mononezasi¢enih masnih
kiselina, C18:1n9 i C18:1n7. Tako visoko pove-
¢anje upucuje na pojacanu ekspresiju A-9-de-
saturaze. Tu cinjenicu potvrduje i rezultat qRT-
PCR koji je pokazao visoko povecanje ekspresije
gena za A-9-desaturazu. Povecanje aktivnosti
N-9-desaturaze povezano je s hiperinzulinemi-
jom (Montanaro i sur., 2005.) jer inzulin pove-
¢ava ekspresiju A-9-desaturaza kod zivotinjaiu
stani¢nim kulturama (Comte i sur., 2004.).

Pokusna skupina Stakora imala je izrazi-
to smanjenu razinu C18:2n6. Takvo smanjenje
moze biti posljedica nedostatnog iskoriStavanja
iz obroka (Hafidi i sur., 2001.) ili, prema nasem
misljenju, vjerojatnije je posljedica povecane
B-oksidacije u tkivima. Takva povecana -oksi-
dacija primijecena je kod dijabetesa tipa 2 (Ima-
mura i sur., 2014.). Izravna posljedica velikog
pada razine C18:2n6 jest i drastitno smanjenje
razine C20:4n6. No, na nisku razinu C20:4n6
osim smanjenja supstrata za elongaciju i de-
saturaciju odgovorna je i smanjena ekspresi-
ja O-5-desaturaze. Tretman glukozom doveo
je do smanjenja C20:3n6 koji prelazi izravno u
C20:4n6 pomocu A-5-desaturaze. Ako bi sma-
njenje aktivnosti A-5-desaturaze bilo klju¢no,

14

doSlo bi do nagomilavanja C20:3n6 koja ne bi
mogla prije¢i u C20:4n6. Budu¢i da nasi rezul-
tati to ne pokazuju, logi¢no je pretpostaviti da
je smanjenje C18:2n6 kao prekursora imalo
odlucujucu ulogu u drasticnom padu koncen-
tracije C20:4n6. Smanjenje u razini ekspresije
A-5-desaturaze dodatno smo potvrdili primje-
nom gRT-PCR. Desaturaze su klju¢ni enzimi u
biosintezi mononezasi¢enih i polinezasi¢enih
masnih kiselina. Samim time imaju klju¢nu ulo-
gu u kontroli masnokiselinskog sastava stanic-
nih membrana Sto izravno utjece na promjene
strukture membrana kod bolesnih stanja i pore-
mecaja. Promjene u masnokiselinskom sastavu
utjecu na fizitko stanje membrana. Pri tome
je odlucujudi utjecaj broja i pozicija dvostrukih
veza na acilnim ostacima fosfolipida na fizicke
karakteristike lipidnog dvosloja (Stubbs i sur.,
1981.). Do sada je utvrdeno kako upravo porast
udjela (koncentacije, koli¢ine) mononezasic¢enih
masnih kiselina dovodi do visoke razine neskla-
da u membranama (Hafidi i sur., 2001.; Stubbs i
sur., 1981.) ¢ime je poremecena osnovna funk-
cija stanitne membrane.

Oksidacijski stres nastaje zbog povecane
proizvodnje kisikovih radikala te istodobnog
izrazenog smanjenja antioksidacijske obrane
organizma. Nastanak slobodnih radikala, kao
posljedice oksidacijskog stresa, dovodi do raz-
gradnje lipida. Peroksidacija lipida je autokatali-
ticki proces pod djelovanjem slobodnih radikala
u kojemu polinezasi¢ene masne kiseline u sta-
ni¢nim membranama tvore hidroperokside. Kli-
nicka ispitivanja vaznosti lipidne peroksidacije
znacajno su usporena zbog nedostatka dovolj-
no kvalitetnog biomarkera. Malondialdehid je
jedan od biomarkera koji sluzi kao glavni poka-
zatelj peroksidacije lipida i oksidacijskog stresa
(Nielsen i sur., 1997.). Malondialdehid nastaje
lipidnom peroksidacijom, ali je i nusprodukt
sinteze prostaglandina i tromboksana. Njegova
je koncentracija znacajno povecana u dijabete-
su (Gallou i sur., 1993.; Tangvarasittichai i sur.,
2009.) i moze se pronadi u ateroskleroti¢nim
plakovima kod dijabetesa (Slatter i sur., 2000.).
U skladu s navedinim istrazivanjima i nase istra-
Zivanje pokazalo je poviSenu koncentraciju MDA
u plazmiijetrenom tkivu. Povecanje razine MDA
u pokusnoj skupini pratii poviSenje razine u krvi
te smanjenje koncentracije PUFA-e u jetrenom
tkivu. Ovi rezultati potvrduju ¢injenicu da stanje

Veterinar Godina 2016. Godiste 54. Broj 1.



IZVORNI ZNANSTVENI RAD

hiperglikemije rezultira pove¢anom peroksida-
cijom lipida te samim time i poviSenjem razine
MDA Sto predstavlja znatan doprinos stanju ok-
sidacijskog stresa.

ZAKLJUCCI

Dugotrajan unos saharoze vodom za pice re-
zultira hiperglikemijom i stanjem oksidacijskog
stresa. Razvoj hiperglikemije rezultirao je sta-
njem oksidacijskog stresa Sto se ocituje pove-
¢anjem koncentracije MDA u plazmi i jetrenom
tkivu kao indikatorom lipidne peroksidacije
polinezasi¢enih masnih kiselina. Hiperglikemi-
ja dovodi i do promjena u ekspresiji desaturaza
koje su odgovorne za biosintezu masnih kiseli-
na, ali i masnokiselinski sastav stani¢nih mem-
brana. Buduci da je funkcija membrana jedan od
najvaznijih fizioloSkih procesa, nase istrazivanje
pokazuje dalekosezne implikacije koje kronicni
unos glukoze putem vode moze imati na pro-
mjenu sastava masnih kiselina, desaturacijsku
aktivost i lipidnu peroksidaciju. Dobiveni rezul-
tati potvrduju da su uzroci patoloskih promjena
viSestruki te ukljucuju: promjene u B-oksidaciji,
de novo sintezi i ekspresiji gena.
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