Pretilost u macaka - metabolomski pristup

Ecimovié, Luka

Master's thesis / Diplomski rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Veterinary Medicine / SveuciliSte u Zagrebu, Veterinarski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://um.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:738784

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-14

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Veterinary Medicine -
Repository of PHD, master's thesis

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:178:738784
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://repozitorij.vef.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/vef:678
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/vef:678
https://dabar.srce.hr/islandora/object/vef:678

SVEUCILISTE U ZAGREBU

VETERINARSKI FAKULTET

LUKA ECIMOVIC

PRETILOST U MACAKA — METABOLOMSKI PRISTUP

ZAGREB, 2021.



Sveuciliste u Zagrebu

Veterinarski fakultet

Zavod za kemiju i biokemiju

Predstojnica Zavoda: prof. dr. sc. Renata Bari¢ Rafaj

Mentorica: prof. dr. sc. Renata Bari¢ Rafaj

Clanovi povjerenstva za obranu diplomskog rada:

1. prof. dr. sc. Ivana Ki$

2. 1zv. prof. dr. sc. Maja Beli¢

3. prof. dr. sc. Renata Bari¢ Rafaj

4. prof. dr. sc. Vladimir Mrljak (zamjena)



Popis kratica

ALT alanin aminotransferaza

ALP alkalna fosfataza

AST aspartat aminotransferaza

BCS- (Body Score Condition) tjelesna kondicija

BMI- (Body Mass Indeks) indeks tjelesne mase

CrHis kromov histidinat

CrPic kromov pikolinat

GCS glicin dekarboksilaznog kompleksa

GGT gama glutamil transferaza

GLDC glicin dekarboksilaza

GLUT4 glukozni transporter tipa 4

HDL (High density lipoprotein) lipoprotein velike gustoce

HMW (High molelucar weight) — oligomer visoke molekularne tezine

ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) intercelularna adhezijska molekula —1

IDO1 indolamin-pirol-2,3-dioksigneaza

IL-6 interleukin-6

IL-8 interleukin-8

LDL (Low density lipoprotein) lipoprotein niske gustoce

LMW (Low molecular weight) niska molekularna tezina

KMO Kinurenin 3-monooksigenaza

MHO (Metabolically healthly obesity) metabolicki zdrava debljina

MS2/ MS (Mass spectometry) masena spektometrija

MUO (Metabolically unhealthly obesity) metabolic¢ki nezdrava debljina

NAD* nikotinamid adenin dinukleotid

PPARy receptori aktivirani proliferacijom peroksisoma y

SREBP-1c (Sterol-regulatory element binding protein-1c) protein-1c koji veze regulatorni
element za sterol

STAT prijenosnici i aktivatori transkripcijskih signala

T2D dijabetes mellitus tip 2




TRIG trigliceridi

TRP triptofan

VCAM-1 (Vascular cell adhesion molecule-1) vaskularna stani¢na adhezijska molekula - 1
TNF-a (Tumor necrosis factor alpha) tumorski ¢imbenik nekroze alfa

WAT (White adipose tissue) bijelo masno tkivo
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1. UvOD

1.1. Prevelika tjelesna teZina i pretilost

Danas u razvijenim zemljama ljudi i kuéni ljubimci dijele nain Zivota 1 Zive u istom
okolisu. Koncept pristupa zdravlju, popularno nazvan "One health" poti¢e zajedni¢ku suradnju
lije¢nika humane 1 veterinarske medicine u rjeSavanju problema koji su zajednicki ljudima i
zivotinjama. Izvrstan primjer ovakvom pristupu zdravlju predstavlja problem prevelike tjelesne
tezine i pretilosti, koji je postao glavni problem u odrzavanju zdravlja kako kod ljudi, tako i kod
kuénih ljubimaca (CHANDLER i sur.,, 2017). Prevelika tjelesna tezina i pretilost danas
predstavljaju pravu pandemiju i kod ljudi i kod Zivotinja, a povezana je sa povecanim
morbiditetom i mortalitetom. Statisticki podaci iz humane medicine i veterinarskih ambulanti u
SAD-u pokazuju, tijekom 5 godis$njeg perioda pracenja, da je incidencija prevelike tjelesne tezine
i pretilosti narasla za 37% kod ljudi, te za 90% kod pasa i macaka. Pri tome posebno zabrinjava
¢injenica da 75% Europljana sa prevelikom tjelesnom tezinom toga uopce nisu svjesni, kao 1
podatak da jedan od pet Europljana ne poduzima nikakve mjere za korekciju debljine. Ovo je
narocito vazno zbog Cinjenice da se sve viSe prepoznaje uloga samih vlasnika Zivotinja u
smanjivanju rizika razvoja razli€itth poremecaja izazvanih debljinom kod ku¢nih ljubimaca

(WALL i sur., 2019).

Suvisno nakupljanje tjelesne masnoc¢e u macaka u tolikoj mjeri da prijeti njenom zdravlju
naziva se pretilost, odnosno adipoznost (GERMAN, 2006). Neki autori smatraju da su prevelika
tjelesna teZina i pretilost prisutni kod 11.5% — 63% populacije pasa i macaka (ZORAN, 2009),
dok drugi utvrduju raspon koji varira izmedu 19% u podruc¢jima zapadne Australije, do 52% u
Engleskoj (RANGEL-HUERTA, 2019). Poremecaj je multifaktorske etiologije.

1.2. Uzroci prevelike tjelesne teZine i pretilosti

Medu glavnim uzrocima pretilosti smatra se pretjeran unos kalorija tijekom duljeg
vremenskog perioda (GERMAN, 2006; FANTUZZI 2008). Toj ¢injenici pridonose starija zivotna
dob (ve¢a od 7 godina), fizicka neaktivnost te kastrirani muzjaci. Osim navedenog, uzrokom
pretilosti smatraju se bolesti poput hipotireoidizima, hiperadrenokorticizma, nasljedni poremecaji
metabolizma lipida, pasminska dispozicija te iatrogeni uzroci (LUND, 2005; KELLER i sur.,

2017). Posebno je vazno naglasiti ulogu vlasnika Zivotinje u njenoj pretilosti. IstraZzivanja su



pokazala da vlasnici debljih macaka provode vise vremena gledajuc¢i macke kako jedu, a manje
igraju¢i se s njima, nego vlasnici normalnih macaka. Uz to, vlasnici su skloniji
antropomorfiziranju debelih macaka zbog moguéeg pomankanja interakcije sa drugim ljudima.
(TARKOSOVA, 2016). Novi vlasnici ¢esto im daju poslastice, a da nisu upuceni u balansiranu
prehranu za macke. Njihovu okolinu u ku¢anstvima ne obogacuju, ¢cime smanjuju njihovu fizicku
aktivnost i doprinose razvoju debljine ve¢ u prvim godinama zivota macke (WALL i sur., 2019).
Takoder, rizi¢ni ¢imbenici za pretilost u macaka i pasa vezani uz ljude podrazumijevaju mjese¢na
primanja. Vlasnici pretilih Zivotinja imaju niZe mjese¢ne prihode u odnosu na vlasnike Zivotinja

normalne tjelesne tezine (KIENZLE i sur. 1998).

1.3. Posljedice prevelike tjelesne teZine i pretilosti

U Jjudi je metabolicka zdrava debljina ona u kojoj nije prisutna hiperglikemija, hipertenzija
ili neki oblik dislipidemije. Abnormalna metaboli¢ka debljina podrazumijeva prisutnost jednog ili
vise promjenjenih metabolickih indeksa. Poznato je da je u ljudi koji su pretili, ali metabolicki
zdravi, prisutna visa koncentracija adiponektina u krvi od onih s abnormalnim metaboli¢kim
indeksom (CHEN, 2015). Zato se u medicinu uvodi termin ,,metaboli¢ki sindrom* koja sluzi da
bi razdvojili ,,zdrave* od ,,nezdravih* pretilih pacijenata (LIBERT i sur., 2018). Metabolickim se
sindromom u humanoj medicini smatra prisutnost rizicnih faktora koji se povezuju sa
kardiovaskularnim bolestima ukljucuju¢i arterosklerozu te kroni¢nim bubreZnim bolestima.
Simptomi i dijagnosticki kriteriji koji obuhvacéaju metabolicki sindrom su intolerancija na glukozu,
hipertrigliceridemija s dislipidemijom, hipertenzija te nakupljanje masti u predjelu struka. Razvoj
visceralne masti smatra se vaznim u nastanku metabolicke disfunkcije te je opisan u ljudi kao
,visceral fat syndrome*. Sli¢ne bolesti te metabolicka odstupanja pojavljuju se i u macaka. Smatra
se da su ona posljedica sli¢nih patofizioloskih puteva te progresije bolesti do metabolickog
sindroma i u macaka. Debljina se takoder povezuje sa intolerancijom na glukozu te Sec¢ernu bolest
tipa 2 (OKADA, 2017). Razlog tomu je prolongirana i dugotrajna hiperlipidemija koja koci
djelovanje inzulina na nadin da suprimira receptore osjetljive na inzulin (JIANPING, 2013).
Dislipidemija je karakterizirana poviSenom indeksu oksidacije masnih kiselina, sniZenim
koncentracijama lipoproteina visoke gusto¢e (HDL), povisenim koncentracijama lipoproteina
niske gustoce (LDL) te poviSenim razinama ukupnog kolesterola (KOLOVOU, 2005). Takoder,
pretilost pridonosi razvoju osteoartritisa, ali je isto tako vjerojatno da osteoartritis pridonosi

razvoju pretilosti umanjujuci Zivotinji volju za kretanjem (MARSHALL 1 sur., 2009).



1.4. AdipokKini

Postoje dvije vrste masnog tkiva: bijelo i smede masno tkivo. Bijelo masno tkivo (WAT)
izlucuje hormon leptin. Od otkrica leptina, prije 25 godina, WAT se smatra vaznim endokrinim
organom koji izluCuje veliki broj aktivnih supstanci, ukljucujuci steroidne hormone, faktore rasta
i citokine, komplementne proteine, vezuce proteine, eikozanoide, vazoaktivne tvari, regulatore
metabolizma lipida i glukoze te druge tvari koji aktivno sudjeluju u energetskom metabolizmu i
modulaciji apetita (RADIN i sur., 2009.; BADMAN i FLIER, 2007). Mnogi hormoni i faktori koji
se izlucuju iz masnog tkiva se zajedni¢kim nazivom nazivaju ,,adipokini® ili ,,adipocitokini®. Ovi
termini se odnose na proteine koji sudjeluju u stani¢noj signalizaciji, otpustaju se iz stanica masnog
tkiva, te specificno djeluju na stani¢nu diferencijaciju, energetski metabolizam, diferencijaciju
tkiva, imunosni odgovor te imaju funkciju u endokrinom, parakrinom te autokrinom lucenju

(WANG i sur., 2008.). Do danas je otkriveno vise od 50 razli¢itih adipokina.

1.4.1. Adiponektin i njegova grada

Masno tkivo ima vaznu ulogu u homeostazi energije organizma. Uz funkciju pohrane
energije, ono je vazan endokrini organ koji producira razli¢ite hormone 1 peptide. Od njih je
najbolje istrazen adiponektin. Razina adiponektina u plazmi u negativnoj je korelaciji sa indeksom
tjelesne mase (CHEN, 2015). Adiponektin je proteinski produkt adipocita koji djeluje protuupalno,
antiaterogenetski, kardioprotektivno te antidiabeticki. Homooligomer je te u strukturi razlikujemo
3 multimerne forme: LMW (low molecular weight) koji je trimer, MMW (medium molecular
weight) u heksamerskoj formi te HMW (high molelucar weight). Peptidna sekvenca jednog
monomera sastavljena je od N- terminalnog peptida, kratke hipervarijabilne regije, kolagenske
domene c¢ija ponavljajuca sekvenca glasi 22 Gly-X-Pro ili Gly-X-Y te C-terminalnog globularnog
kraja (KADOWAKI, 2005). U serumu je monomer prisutan kao f Adiponectin u cijelom sastavu
ili u globularnoj formi proteina kao g Adiponectin (KISHIDA i sur., 2003). Adiponektini podlijezu
posttranslacijskim procesima glikozilacije i hidroksilacije aminokiselina unutar kolagenske
domene. Nakon sekrecije, razli¢iti adiponektinski kompleksi ne prelaze iz jedne forme u drugu,
ve¢ su njihove forme odraz bioloskog stanja organizma. Stoga je poznato da su HMW oligomeri
zastupljenije forme adiponektina kada je rije¢ o njegovoj ulozi u inzulinskoj osjetljivosti
(CALTON, 2013). Adiponektini djeluju kroz 2 receptora: AdipoR1 i AdipoR2. Njih sacinjava 7
transmembranskih G-proteina (KADOWAKI, 2005). Kroz receptore djeluju na fizioloske procese



u stanici. Ovisno o molekularnoj formi adiponektina i zastupljenosti receptora na ciljnom organu,
ovisit ¢e i fiziolosko djelovanje adiponektina (YAMAUCHI i sur., 2007).

1.4.2. Uloga adiponektina u organizmu

Adiponektin djeluje protuupalno i povecavaju osjetljivost stanica na inzulin (PHILLIPS i
sur., 2017). Ima vaznu ulogu u oCuvanju endotela krvnih zila. Suprimira ekspresiju VCAM-1
(Vascular cell adhesion molecule-1) i ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule-1) molekule te na
taj nacin smanjuje interakciju i adheziju leukocita sa endotelolom. Koncentracija adiponektina
smanjena je u bolestima povezanih sa debljinom poput dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti te
inzulinskoj preosjetljivosti (SULISTYONINGRUM i sur., 2007). U ljudi i macaka, pretilost je
Cesto povezana sa kroni¢nom, tinjaju¢om upalom koja primarno potjee iz masnog tkiva
(KELLER isur., 2017). Ta upala implicira razvoj metabolickog sindroma povisuju¢i koncentracije
visfatina, rezistina, TNFa, IL-6 te 1L-8 (CHEN, 2015). Upalni medijatori poput TNFa i IL-6
djeluju na adipocite tako da suprimiraju produkciju adiponektina, a time pojacavaju inzulinsku
rezistenciju te rizik od bolesti povezanih s pretiloS¢u poput dijabetesa tipa 2, kardiovaskularnih
bolesti te hipertenzije (FANTUZZI, 2008; SULISTYONINGRUM i sur., 2007). No i prije nego li
se navedene bolesti klini¢ki ocituju, tinjaju¢a upala sa oksidativnim stresom je prisutna zbog
povisene peroksidacije lipida i navedenih upalnih medijatora (OKADA, 2017). U metabolizmu
miSi¢a povecava osjetljivost na inzulin. U jetri inhibira glukoneogenezu te aktivira oksidaciju
masnih Kiselina (NIGRO i sur., 2014). U stanju pretilosti, adiponektin je sniZen jer dolazi do
smanjene ekspresije adiponektinskih receptora. Posljedica toga jest inzulinska rezistencija
(SULISTYONINGRUM i sur., 2007). Postoje i brojne druge uloge adiponektina u organizmu
(NIGRO i sur., 2014).

Potrebno je vise istraziti ovo podrucje, a napose ulogu i razli¢itu regulaciju raznih oblika

adiponektina (visoke i niske molekularne tezine te globularnog adiponektina) (FANTUZZI, 2008).

1.5. Metabolomika

Metabolomika je analiticka metoda koja prouc¢ava metabolom stanica, biofluida, tkiva ili
cjelokupnog organizma u cilju identifikacije i kvantifikacije svih niskomolekularnih endogenih i
egzogenih molekula i metabolita prisutnih u istrazivanom bioloskom sistemu. Metoda se bazira

na mjerenju spektroskopije masa upotrebom masenog spektroskopa te omogucava klasifikaciju i



karakterizaciju izmjerenih komponenti kao i identifikaciju promjena cjelokupnih metabolickih
puteva. Metaboliti su intermedijeri i proizvodi metabolizma. Metabolit se u kontekstu
metabolomike obi¢no definira kao bilo koja molekula manje od 1 kDa. Sastav endogenih
komponenti je posljedica utjecaja genoma i okolisnih faktora, Zivotnog stila, uzimanja lijekova i
prisutnosti bolesti. Metabolom je rezultat aktivnosti gena, transkripta i posljedi¢no sintetiziranih
proteina, pa je stoga metabolomika kao metoda komplementarne genomici, transkriptomici i
proteomici. Metaboliti su kona¢ni produkti metabolizma. Promjene u genskoj ekspresiji,
transkriptomu 1 ekspresiji proteina, zajedno sa utjecajem okolisSnih faktora direktno utjecu na
metabolom ¢ine¢i ga mnogo kompleksnijim od genoma i proteoma. Od svih omika tehnologija,
metabolomika najbolje odrazava molekularni fenotip i razlike izmedu zdravog i bolesnog stanja

(ZHANG i sur., 2017).
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Metabolomika obuhvaca analiticki pristup i1 tehnologiju koja omogucava ustvrditi i
izmjeriti promjene u profilu metabolita niske molekularne mase (<1500 Da) u stanicama, tkivima,
organima ili cijelom organizmu kao odgovor na genetske varijacije, patoloska ili fizioloSka stanja
(RANGEL-HUERTA, 2009). Ti metaboliti su ili intermedijatori ili kona¢ni produkt metaboli¢kih
puteva (CHEN, 2015). Cilj metabolomike jest odrediti cjeloviti profil metabolita (metaboloma)
koji moduliraju fenotip u svrhu dijagnostic¢kih i prognostickih biomarkera (ZHANG i sur., 2017).
Metabolomika je osjetljiva metoda kojom se mogu prepoznati promjene u metabolickom profilu
mnogo prije nego se pocinju pojavljivati patohistoloske promjene, tj. prije nego se bolest pojavi
(REEVE-JOHNSON i sur., 2016). Zbog toga su endogeni metaboliti lako podlozni klinickom
testiranju. Cilj takvih istrazivanja jest selektirati metabolite i uvrstiti ih u biomarkere mnogih
bolesti (GUIJAS i sur. 2018). Glavna analiticka platforma za metabolomiku je masena
spektrometrija. Ona nudi metabolicki profil promjenjenih metabolita zbog bolesti (ZHANG i sur.,
2017).

Metabolomika je najmlada disciplina u grupi "omika" tehnologija, a posljednjih godina
doZivljava intenzivan razvoj. Ovaj pristup dijagnostici ima neke prednosti pred genomikom,
transkriptomikom i proteomikom, metodama koje su se do sada intenzivnije razvijale od
metabolomike. Prvo, broj molekula koji se detektira je manji (n=6500) u komparaciji sa
genomskim pristupom (n=25.000), transkriptom ((n=100.000) i proteinima (n=100.000). Drugo,
metaboliti bolje odrazavaju trenuta¢no stanje cijelog organizma i kompletnog bioloskog statusa od
ostalih "omika" tehnologija. Tre¢e, metabolomika kao metoda ima vrlo snazan istrazivacki
potencijal 1 danas se sve CeS¢e koristi u pracenju ucinka razli¢itih lijekova u farmaceutskoj
industriji. Promjene u metaboli¢kom profilu se javljaju puno ranije od pojave histopatoloskih
znakova razli€itih bolesti, stoga metabolomske metode mogu biti upotrijebljene za otkrivanje ranih
indikatora razli¢itih poremecaja. Cetvrto, za razliku od gena i proteina koji se razlikuju izmedu
razliCitih vrsta zivotinja 1 ljudi, metaboliti su konzervirani 1 identi¢ni izmedu razli¢itih vrsta. Ta
¢injenica nam omogucéava istraZivanja na razliCitim vrstama Zivotinja. Detekcijske metode
primjenjene na jednoj vrsti zivotinja mogu se aplicirati na drugu vrstu, bez dodatnih potreba
adaptacije metoda ili kalibracijskih postupaka. Peto, istraZivanja metabolita primjenom
metabolomskih tehnika mjerenja pruzaju rezultate vrlo brzo 1 financijski su mnogo prihvatljivija
od ostalih "omika" tehnika, pa su stoga idealne kao postupci u kojima se moze obraditi veliki broj
uzoraka u kratkom vremenu, uz pristupacna financijska sredstva (REEVE-JOHNSON i sur.,
2016).



Zbog kompleksnosti metaboloma i velikog broja kemijskih spojeva kao $to su lipidi,
organske kiseline, ugljikohidrati, aminokiseline, nukleotidi i steroidi, veliki broj metabolita jo$
nije validiran i u potpunosti karakteriziran, stoga do danas jo$ nije poznat tocan broj metabolita
koji se nalazi u ljudskom organizmu. Aplikacija metabolomskih metoda mjerenja upotrebom
spektroskopije masa je jos uvijek u ranoj fazi razvoja u veterinarskoj medicini, medutim, potencijal

njene primjene u istrazivanjima je izuzetno velik.

1.5.1. Ciljana i ne-ciljana metabolomika

Metabolomske metode se mogu podijeliti u dvije glavne skupine: 1.ciljana metabolomika,
u kojoj se metaboliti identificiraju i mjeri se njihova koncentracija i 2.ne-cijana metabolomika, u
kojoj se razli¢ita bioloska stanja medusobno usporeduju simultanim mjerenjem S$to viSe analita u
bioloskom uzorku. Ne-ciljana metabolomika stoga istrazivaima pruza potencijal za otkrivanje
novih biomarkera za pojedine poremecaje i bolesti, te se danas primjenjuje u Sirokom spektru
istrazivanja. Biomarkeri su definirani kao karakteristicne komponente u bioloskim uzorcima, koji
su izmjereni objektivnim metodama 1 evaluirani kao indikatori normalnog ili poremecenog
bioloskog procesa. U ne-ciljanom metabolomskom pristupu se pokusSava utvrditi prisutnost
karakteristi¢nih grupa koje se sastoje od viSe biomarkera koji pripadaju nekom metabolickom
putu, zato jer takve grupe biomarkera imaju vecu dijagnosticku vrijednost od pojedinacnih

biomarkera (REEVE-JOHNSON i sur., 2016).

2. HIPOTEZA

Adipociti luce razne tvari zajednickim imenom nazvane adipokini, ¢ija precizna funkcija
jos$ nije razjaSnjena. Oni mogu utjecati i na metabolicke promjene. U istrazivanju problema koje
prate povecanu tjelesnu tezinu i pretilost kod macaka oCekuju se promjene u sustavima ¢ija je
funkcija poremec¢ena kao posljedica proliferacije masnog tkiva. Moguca posljedica je snizavanje
koncentracije adiponektina u cirkulaciji. Ocekivane promjene metaboloma prvenstveno
obuhvacaju promjene u metabolizmu aminokiselina. Pretpostavljamo da macke sa povecanom
tjelesnom tezinom 1 pretiloS¢u, ali bez utvrdenih metabolickih poremecaja imaju manje promjene

u metabolomu od macaka koje uz povecanu tjelesnu tezinu imaju i metabolicki sindrom.



3. ISPITANICI | METODE

3.1. Ispitanici

U ovom radu sudjelovale su macke, koje su bile podijeljene u 3 skupine, zdrave macke sa
normalnom tjelesnom tezinom, zdrave macke sa poveéanom tjelesnom tezinom i macke sa
poveéanom tjelesnom teZinom i metaboli¢kim sindromom. Zivotinje su kuéni ljubimei privatnih
vlasnika, koji su uz potpisani informirani pristanak sudjelovali u provodenju sistematskog pregleda
zdravlja svojih zivotinja. U okviru toga, uz detaljni klinicki pregled, uinjena je kompletna

hematoloska i biokemijska analiza uzorka periferne krvi istrazivanih macaka. pasa.

Za provodenje sistematskog pregleda macaka i izradu ovog rada izdano je odobrenje

Povjerenstva za etiku Veterinarskog fakulteta SveucilisSta u Zagrebu.

Skala od 1-9 kori$tena je u procjeni tjelesne mase, pri ¢emu indeks 5 oznacava normalnu
tezinu, a indeksi 6-9 predstavljaju preveliku tezinu (LAFLAMME, 1997; BALDWIN, 2010).
Tjelesnu tezinu odredivali smo pomocu BCS (Body Condition Score) metode. To je
semikvantitativna, opée prihvaéena metoda koja ukljucuje subjektivni fizikalni pregled te
palpaciju zivotinje (OKADA i sur., 2017). U obzir se uzimaju palpacija rebara, inspekcija
abdomena, struka, lumbalnih kraljezaka te pelvi¢nih kostiju kako bi se utvrdila prisutnost i opseg
visceralne masti. Na temelju navedenog, Zivotinji se dodjeljuje indeks debljine koji se nalazi u
rasponu od 1 do 9. Normalan BCS indeks trebao bi se u zdravih jedinki kretati izmedu 4 1 5
(BALDWIN, 2010). Klini¢kim i laboratorijskim pregledom ustanovljeno je da su sve istrazivane
zivotinje bile zdrave u trenutku pregleda, bez registriranih poremecaja u zdravlju u posljednja 2
mjeseca. Sve skupine u istraZivanju sadrzavale su macke razli¢itih pasmina 1 dobi. Macke su

podijeljene na 3 skupine:
N grupa zivotinja sastojala se od 10 zdravih zivotinja idealne tjelesne tezine

O grupa zivotinja formirana je od 10 klinicki zdravih zivotinja, koje su imali pretjeranu

tjelesnu tezinu, kod kojih nije dijagnosticiran metabolicki sindrom

M skupina macaka sadrZzavala je 8 macaka koje su takoder bili klinicki zdrave, sa

pretjeranom tjelesnom tezinom i dijagnosticiranim metabolickim sindromom (MS)

Metaboli¢ki sindrom dijagnosticiran je prema slijede¢im kriterijima: (1) BCS >3.5/5 ili 5/9,
(2) glukoza (mg/dL) >120, (3) trigliceridi (mg/dL) ili ukupni kolesterol (mg/dL) >165i >180, (4)
adiponektin (ug/mL) <3.0. (OKADA i sur.,2017).



3.2. Metode

Nakon detaljnog klini¢kog pregleda, krv je uzeta nataste iz cefalicne vene, u dvije epruvete:
jednu sa EDTA antikoagulansom za hematoloske pretrage, i drugu sa gelom aktivatorom
zgruSavanja, za biokemijske pretrage. Nakon procesa zgruSavanja, epruveta za serum sa
aktivatorom zgrusavanja centrifugirana je na 1200 g tijekom 10 minuta, nakon ¢ega je dio seruma
odvojen za rutinske biokemijske analize, a dio pohranjen na -80°C do izvodenja spektrometrijskih

mjerenja.

HematoloSka mjerenja provedena su upotrebom automatskog analizatora “Horiba ABX
cell counter" (Diagnostics, Montpellier, France) sa posebnim programom za pojedine vrste
zivotinja, na programu prilagodenom specificnostima u hematologiji za macke, a biokemijska na
automatskom analizatoru Olympus AU600 (Olympus Corporation, Tokyo, Japan), upotrebom

standardiziranih metoda i originalnih reagensa proizvodaca.

Koncentracija adiponektina odredena je upotrebom ELISA testa proizvodaca Biotang
(Biotang Source International, Camarillo, USA). Serum macaka nanosi se na plocice sa
imobiliziranim antitjelima za adiponektin. Antitjela su specifi¢na za adiponektin macaka. Da bi se
koncentracija pravilno ocitala, paralelno sa uzorcima izraduje se i kalibracijska krivulja sa
razliitim razjedenjima poznate koncentracije macjeg adiponektina. Kalibracijska krivulja je
izradena u duplikatu, radi to¢nosti mjerenja. U analizi se koristi multikanalna pipeta kako bi uvjeti
seruma, ploCica se ispire 1 dodaje reagens TMB koji razvija obojenje koje je proporcionalno
koliCini analita. Na kraju se dodaje reagens koji prekida razvoj reakcija, te ploCica Cita na aparatu
Biotec (BioTek Instruments, Vermont, USA) na valnoj duljini 450 nanometara. Koncentracije

adiponektina Citaju se sa kalibracijeke krivulje.

Da bi se provela spektrometrijska analiza serumskog metaboloma macaka, uzorak seruma
je odmrznut na +4°C, tijekom jednog sata, bez zagrijavanja uzorka. Za ekstrakciju je upotrijebljeno
ekstrakcijsko otapalo koje se sastojalo od kloroforma, metanola i vode, u omjeru 1:3:1. Jedan
alikvot otapala sacuvan je za testiranje pozadinskog signala na spektrometru masa. Za provodenje
kvalitete kontrole, napravljen je i skupni uzorak, na nacin da je 10 ml svakog uzorka pomijeSan u
jednu epruvetu. Nakon toga, provedena je ekstrakcija metabolita iz svakog uzorka, na nacin da je
25 ml preneseno u zasebnu eppendorf epruvetu, te dodano 1000 ml ekstrakcijskog otapala. Svi

postupci provedeni su na ledu, radi prevencije raspada nestabilnih metabolita. Uzorci su nakon



toga dobro promijesani te centrifugirani tijekom 3 minute na 13.000 g na 4°C. Nakon toga, 400 ml
supernatanta preneseno je U staklene spremnike za mjerenje na aparatu MS Thermo Scientific Q

Exactive Plus uz ionski izvor Nanospray Flex i SilicaTip emiter.

3.3. Statisticka obrada podataka

Biokemijski i hematoloski podaci obradeni su upotrebom programa Statistica. Ovisno o
vrsti distribucije podataka, parametrijskoj ili neparametrijskoj, podaci su usporedeni t testom ili
Mann Whitney testom, pri ¢emu su O grupa i M grupa zivotinja usporedene sa N grupom. Za
statisticku znacajnost odreden je p 0.05. Podaci dobiveni spoektroskopijom masa obradeni su
programom The Polyomics integrated Metabolomics Pipeline (PiMP), pri ¢emu su utvrdeni

statisticki znaCajni parametri metaboloma i statisticki znac¢ajni metabolicki putevi.

4. REZULTATI

Svim zivotinjama iz N, O 1 M grupe izraden je hemogram, sa svim standardnim
parametrima, uz diferencijalnu krvnu sliku. Analiziran je broj krvnih stanica, eritrocita, leukocita
i trombocita, izmjerena je koncentracija hemoglobina i hematokrit, odredeni su volumeni eritrocita
1 trombocita te izracunate prosjene koncentracije i prosjecan sadrzaj hemoglobina u eritrocitima.
Odreden je 1 postotak segmentiranih leukocita, limfocita, monocita, eozinofila i1 bazofila u
ukupnom broju leukocita. Takoder, pregledani su razmazi krvi 1 utvrdene eventualne morfoloSke
osobitosti. U hematoloskim analizama izmedu skupina O i N i skupina M 1 N nisu utvrdene

statisti¢ki znacajne razlike.

U serumu macaka provedene su i biokemijske analize: koncentracija uree, kreatinina,
ukupnih proteina i albumina, glukoze, triglicerida i kolesterola te su izmjerene aktivnosti enzima
aspartat i alanin aminotransferaze (AST i ALT, gama glutamil transferaze (GGT) i alkalne
fosfataze (ALP). Statisti¢ki znacajne razlike utvrdene su u usporedbi O i M skupine sa N skupinom
macaka u koncentracijama proteina, glukoze, triglicerida i1 kolesterola. Rezultati su prikazani su
na slikama 1-4. lzmjerena je i koncentracija glavnog adipokina, adiponektina u serumu.
Koncentracija adiponektina u serumu macaka iz O i M grupe bila je sttisticki znacajno snizena u

usporedbi sa N grupom macaka.
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Grafikon 1: Koncentracija ukupnih proteina u serumu N, O i M grupe macaka

Skupina M ima statisti¢ki znacajno povecane koncentracije proteina (p < 0.05) u odnosu na
skupinu N. Skupina O se zna€ajno ne razlikuje sa N u koncentraciji serumskih proteina.

KONCENTRACIIA GLUKOZE
18 e

18 |

14

12

10

gluk mmal/L

== 1

- hfiman
h = LA T m=an=0,5%% Conf. nterval
M - magke =a nommalwom tjelesnom tedinom
O - madke s povedanoan fjelesnoan teXinom bez metabolitkog sindroma

M - macke = povedanoan tjelesnoan teZinom i metaboli¢kim sindromom
= p 005

Grafikon 2: Koncentracija glukoze u serumu N, O i M grupe macaka

Skupine O i M imaju statisticki znacajno povecane koncentracije glukoze (p < 0.05) u odnosu na

skupinu N.
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KONCENTRACIJA TRIGLICERIDA
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Grafikon 3: Koncentracija triglicerida u serumu N, O i M grupe macaka

Skupina M ima statisti¢ki znacajno povecane koncentracije triglicerida (p < 0.05) u odnosu na

skupinu N. Skupina O se ne razlikuje zna€ajno od N u koncentraciji triglicerida.
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Grafikon 4: Koncentracija kolesterola u serumu N, O i M grupemacaka

Skupine O 1 M imaju statisticki znacajno povecane koncentracije kolesterola u serumu (p < 0.05)

u odnosu na skupinu N.
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KONCENTRACIJA ADIPONEKTINA
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Grafikon 5: Koncentracija adiponektina u serumu N, O i M grupe macaka

Skupine O 1 M imaju statisticki znacajno smanjene koncentracije adiponektina u serumu

(p <0.05) u odnosu na skupinu N.

U analizi metaboloma spektroskopijom masa, prikazani pikovi su identificirani i anotirani na
bazi omjera mase 1 retencijskog vremena. Usporedeni su sa standardima. 44 metabolita odgovara

poznatim standardima.

Graficki prikaz "Volcano plot" usporeduje znacajnosti promjena na osi X 1 Y koje oznacavaju
statistiCku znacajnost intenziteta promjena (fold change). Grupa O je usporedena sa grupom N.

U toj usporedbi nisu utvrdene statisticke znacajnosti.
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Statisticka znacajnost promjena metabolita izmedu O i N grupe macaka (Volcano plot)

prikazuje O 1 N grupu macaka.

-log10 adjusted P-Value

0.35
0.3
[ ]
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05
0]
-0.05
-1.5 -1 -0.5 0] 0.5 1 1.5
log2 Fold Change
@® Adj. P-value > 0.05 ® Adj. P-value < 0.05
Grafikon 6: Metabolom O grupe macaka u usporedbi sa N grupom.
Statisticki znacajne razlike nisu utvrdene.
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Grafikon 7: Distribucija metaboloma O grupe macaka u usporedbi sa N grupom.

Statisticki znacajne razlike nisu utvrdene.
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Grafikon 8: Intenzitet signala u ovisnosti o retencijskom vremenu pozitivno nabijenih iona

kontrolne skupine macaka (N)
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Grafikon 9: Intenzitet signala u ovisnosti o retencijskom vremenu pozitivno nabijenih iona

kontrolne skupine macaka (N)

Grafikoni 8 i 9 prikazuju rezultate ocitanja pozitivno nabijenih iona N i O grupe zivotinja. Iz
prikaza je vidljivo da su svi ioni detektirani u uzorcima zabiljeZeni i u kontrolnom uzorku koji

sluzi kao kvaliteta kontrole provedenog mjerenja.
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Grafikon 10: Intenzitet signala u ovisnosti o retencijskom vremenu negativno nabijenih iona

kontrolne skupine macaka, N
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Grafikon 11: Intenzitet signala u ovisnosti o retencijskom vremenu negativno nabijenih iona O

skupine macaka

Grafikoni 10 i 11 prikazuju rezultate o¢itanja negativno nabijenih iona N i O skupine macaka. I

1z ovog prikaza je takoder vidljivo da su svi ioni detektirani u uzorcima zabiljezeni i u kontrolnom

uzorku.
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Prikazani pikovi su identificirani i anotirani na bazi omjera mase i retencijskog vremena.

Usporedeni su sa standardima. 44 metabolita odgovara poznatim standardima.

Statisticka znac¢ajnost promjena metabolita izmedu M 1 N grupe macaka (Volcano plot)

prikazana je na slici 11, gdje je vidljivo da 44 metabolita pokazuju znacajne razlike.
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Grafikon 11: Metabolom M macaka u usporedbi sa N mackama.

Statisticki zna€ajne razlike utvrdene su u metabolickim putevima aminokiselina 1 biotina.

PCA

10 o 10
PC 1 (22.826)

® Disease_M |

Grafikon 12: Distribucija M macaka u usporedbi sa N mackama.

StatistiCki znacajne razlike utvrdene su u metabolickim putevima aminokiselina i biotina.
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Grafikon 13: Intenzitet signala u ovisnosti o retencijskom vremenu pozitivno nabijenih iona N

skupine macaka
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Grafikon 14: Intenzitet signala u ovisnosti o retencijskom vremenu pozitivno nabijenih iona M

skupine macaka
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Grafikoni 13 i 14 prikazuju rezultate oCitanja pozitivno nabijenih iona N i M skupina macaka. Iz

prikaza je vidljivo da su svi ioni detektirani u uzorcima zabiljezeni i u kontrolnom uzorku koji

sluzi kao kvaliteta kontrole provedenog mjerenja.
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Slika 15: Intenzitet signala u ovisnosti o retencijskom vremenu negativno nabijenih iona N

skupine macaka
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Slika 16: Intenzitet signala u ovisnosti o retencijskom vremenu negativno nabijenih iona M

skupine macaka
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Grafikoni 15 i 16 prikazuju rezultate o¢itanja negativno nabijenih iona N i M skupina macaka. 1z
prikaza je vidljivo da su svi ioni detektirani u uzorcima zabiljezeni 1 u kontrolnom uzorku koji

sluzi kao kvaliteta kontrole provedenog mjerenja.

U usporedbi N i1 M grupe zivotinja, 2 identificirana metabolita znaCajno su promijenjena, a radi

se 0 pikovima kinurenina na pozicijama 2411 i 335.

Tablica 1: Rezultati o€itanja pikova metabolita N i M grupe macaka i njihov intenzitet

Compound Peak LogFC P-Value Adj.P-Value N intensity M intensity

L-Kynurenine 2411 -1.07  0.00055 0.027 97870 43546

L-Kynurenine 335 -0.96  0.00057 0.027 2645636 1297504

Intenzitet dva pika koja oznacavaju L-kinurenin je statisticki znacajno smanjen u usporedbi M

macaka sa N mackama (P < 0.027).

Grafikoni 17 i 18 prikazuju metabolicke mape aminokiselina kod statisticki zna¢ajno razli¢itih
puteva izmedu grupe M u usporedbi sa N. U M skupini macaka koje karakterizira povecana
tjelesna tezina i metabolicki sindrom, u usporedbi sa N skupinom Zivotinja statisticki su znacajno

suprimirani metabolicki putevi glicina, serina i treonina, kao 1 metabolicki put biotina.

U metabolickom putu glicina, serina i treonina ustanovljene su snizene vrijednosti serina,
triptofana, glicina, betaina, treonina, aminolevulinske kiseline, homocisteina i N-

acetildiaminobutirata.

U metabolickom putu biotina sniZene su vrijednosti aminooksononanoata i lizina.
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5. RASPRAVA

Debljina se danas javlja u pandemijskim razmjerima i kod ljudi i kod zivotinja. Glavni
problem 1 kod ljudi i kod macaka predstavlja neograni¢en pristup visokokalorijskoj hrani uz
nedostatak fizicke aktivnosti. Energetski metabolizam glukoze i patofizioloski mehanizmi kojima
debljina dovodi do razvoja dijabetesa tipa 2 su vrlo sli¢ni, zato macke predstavljaju izvrstan model

za istrazivanja i u humanoj medicini (HOENIG, 2006).

U O skupini macaka, koje su imale preveliku tjelesnu tezinu, ali bez dijagnosticiranog
metabolickog sindroma, utvrdene su statisticki znacajne povecane koncentracije glukoze i
kolesterola u krvi, te snizena koncentracija adiponektina u usporedbi sa N skupinom macaka. U
rezultatima hematoloskih analiza nisu utvrdena statisti¢ki zna€ajna odstupanja izmedu O 1 N
skupine. Takoder, u metabolomu O skupine macaka ne postoje znacajna odstupanja u usporedbi
sa N skupinom.

Metabolicke komplikacije koje su povezane uz debljinu i pretilost izrazito su heterogene.
SMITH 1 sur. (2019) su u istraZzivanjima debljine kod ljudi ustanovili da je 50% populacije sa
pretiloS¢u metabolicki zdravo ukoliko se zdravlje definira kao odsutnost metabolickog sindroma.
U istrazivanjima zdravstvenog statusa kod ljudi, velika meta-analiza provedena je na 40
populacija, te je ustanovljena prevalencija metabolicki zdrave debljine (MHO) kod 35% pretilih
jedinki (LIN i sur., 2014). Medutim, ukoliko za zdravlje definira kao odsutnost svih komponenti
koje sacinjavaju metabolic¢ki sindrom uz normalnu osjetljivost na inzulin, tada se zdravim moze
smatrati samo 5% pretile populacije.

Glavni faktori koji su povezani sa konverzijom MHO u metaboli¢ki poremecen oblik
(MUO) su snizavanje osjetljivosti na inzulin i povecavanje koncentracije glukoze u cirkulaciji
nataste (BELL 1 sur., 2016). Rizik za ovakvu tranziciju je ve¢i kod osoba sa ve¢im BCS, starijih
osoba te onih sa koncentracijama analita koji su vazni za razvoj metabolickog sindroma blizu
gornjeg referentnos raspona (GUO i GARVEY, 2016; HASIMOTO i sur., 2017; MOUSSA i
sur.,2019). U istrazivanjima debljine kod macaka BRENNAN i sur., 2006 zakljucili su da se
metaboliCke promjene javljaju rano u razvoju debljine kod macaka. Autori su zakljucili da je
ekspresija inzulin-senzitivnog transportera, GLUT-4, u mi$i¢ima i masnom tkivu pretilih macaka
znacajno niza u usporedbi sa ekspresijom kod zivotinj normalne tjelesne tezine.

Ovakvi rezultati u suglasju su sa rezultatima dobivenim u nasem istrazivanju na mackama,

koje ne pokazuju znakove bolesti niti metabolickih poremecaja, te su dovedene kao zdrave na
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sistematski pregled. Ipak, neki elementi za procjenu metabolickog sindroma (glukoza, kolesterol)
su statisticki znac¢ajno povecani u odnosu na N skupinu macaka, iz ¢ega mozemo zakljuciti da je i
u populaciji macaka prisutno svojevrsno tranzicijsko stanje vezano sa viskom tjelesne tezine, te
postoji mogucnost da u skorijoj buduénosti razviju metabolicki sindrom.

Pretilost bez metabolickih poremecaja, MHO, je termin koji se koristi u opisu fenotipa
pretilosti bez metaboli¢kih disfunkcija, ili sa vrlo malo njih. Oko 35 % ljudi sa pretilosti ne
pokazuje znakove metabolickih poremecaja (MAGKOS, 2019). U usporedbi metaboloma plazme
pasa normalne i prevelike tjelesne tezine (SODER i sur.,2019), takoder nisu ustanovili zna¢ajne
razlike. Studije na glodavcima ukazuju na razlike u bioloskim procesima u adipoznom tkivu kao
odgovor na preveliku tjelesnu tezinu, te da razli¢it bioloski odgovor moze uzrokovati ili prevenirati
metabolicke disfunkcije (SMITH i sur., 2019). Kod macaka ovakva detaljna istrazivanja jo$ nisu
provedena, te naSe istrazivanje daje jedno od prvih rezultata o prusutnosti MHO i kod macaka sa
prevelikom tjelesnom teZinom.

Okolnosti koje dovode do razli¢itih efekata pretilosti na metablicko zdravlje jo§ nisu u
potpunosti razjasnjene. Mogu¢i mehanizmi u odrzavanju zdravog metabolickog statusa u MHO
ukljucuju povoljnu distribuciju adipoznog tkiva i odsutnost inflamacije (CHANG i sur., 2017).
Manji sadrzaj masti u jetri, manje visceralnog adipoznog tkiva, veca osjetljivost na inzulin i veca
sekrecija inzulina, veca kardiorespiratorna aktivnost 1 manje masti u donjim dijelovima tijela
predstavljaju povoljne aspekte za MHO kod ljudi (MAGKOQOS, 2019).

Usprkos €injenici da neki ispitanici ne pokazuju znakove metabolickih poremecaja unato¢
debljini u trenutku ispitivanja, zdravstveni status je dinami¢an i1 podloZan promjenama.
SORIGUER i sur. (2013) pokazali su da 30-40% MHO individua nakon 6 godina pracenja
metabolickog statusa pocinje pokazivati znakove metabolickih poremec¢aja. SMITH 1 sur. (2019)
utvrdili su da tijekom 10 godina 50% pojedinaca sa MHO razvije MUQ. Stoga autori postavljaju
pitanje: da 1i MHO predstavlja posebnu grupu sa specificnim metabolizmom u kojemu ne dolazi
do promjena, ili se radi o svojevrsnom tranzicijskom stanju koje sa vremenom vodi ka razvoju
MUO. Autori stoga zakljuuju da je rana intervencija i modifikacija tjelesne tezine vazna i
neophodna, bez obzira na trenutnu prisutnost MHO. Sli¢ne smjernice mogle bi se usvojiti i u
veterinarskoj medicini, u cilju dugorocnog odrZavanja zdravlja macaka sa prevelikom tjelesnom
tezinom.

Skupine pretilih macaka 1 macaka sa metabolickim sindromom imaju statisticki znacajno
smanjene koncentracije adiponektina u odnosu na macke normalne tjelesne tezine.

Adiponektin je vazan faktor koji pridonosi povecanju osjetljivosti stanica na inzulin

stimulirajuci fosforilaciju 5'AMP-aktivirane protein kinaze koja potom aktivira unos glukoze u
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stanicu preko GLUT4 transportera (RADIN i sur., 2009). Mnoge studije pokazale su da se
koncentracija adiponektina smanjuje s pretiloSéu 1 povecava s gubitkom teZine
(TVARIJONAVICIUTE i sur., 2012; HOENIG i sur., 2013; HOENIG i sur., 2007), dok druga
istrazivanja nisu pokazala razlike u serumskoj koncentraciji adiponektina izmedu normalnih 1
pretilih macaka (BJORNVAD i sur., 2014).

U jednom istrazivanju, plazmatski adiponektin u pretilih macaka (7.2 +/- 1.5 microg/ml)
bio je znacajno manji nego onaj u normalnih macaka (18.0 +/- microg/ml). Ovi rezultati ukazuju
da je adiponektin vjerojatno odgovoran za funkciju inzulina i u macaka te da bi mogao biti ciljana
mokela u lijecenju pretilosti i dijabetesa u macaka (ISHIOKA i sur., 2009). U istrazivanju Ishioke
i sur., koncentracije adiponektina u plazmi 71-og psa bile su u negativhog korelaciji sa
koncentracijom leptina. Adiponektin je bio niZi u pretilih u odnosu na pse normalne tjelesne teZine.
Ovo se istrazivanje podudara s ostalim istrazivanjima koja sugeriraju da bi adiponektin mogao biti
mjera za indeks adipoznosti i ciljana molekula za daljnja istrazivanja u bolesti vezanih uz pretilost
pasa (ISHIOKA, 2006). U istrazivanju debljine u macaka, Williams i sur. takoder su ustanovili
snizene koncentracije cirkulirajuéeg adiponektina u pretilih macki (WILLIAMS i sur., 2019).
Nasuprot nasim rezultatima, u istraZivanjima utjecaja debljine na koncentraciju adiponektina kod
macaka, (BJORNVAD i sur., 2014) nisu ustanovili znacajne razlike izmedu normalno teskih 1
pretilih zivotinja.

Adiponektin je endokrini faktor sintetiziran u masnom tkivu. IstraZivanja su pokazala da on
ima inzulin-senizibiliuiraju¢a (YAMAUCHI i sur., 2001), anti-aterogena i protuupalna svojstva
(OKAMOTO, 2002; MATUSA i sur., 2002). Vazno je, stoga, poznavati djelovanje adiponektina
kako bi se ta svojstva mogla koristiti u terapijske svrhe kod bolesti poput metabolickog sindroma,

dijabetesa tipa 2 i kardiovaskularnih bolesti poput ateroskalroze. (ACHARI, 2017).

U M skupini macaka u usporedbi sa N skupinom, statisticki su znacajno povecane
koncentracije proteina, glukoze, triglicerida i kolesterola, a na temelju 3 navedena parametra
dijagnosticiran je i metabolicki sindrom. Adiponektin je snizen. Metabolicki put glicina, serina i
treonina znacajno je suprimiran u odnosu na macke normalne tjelesne tezine. Takoder, aktivnost
metaboli¢kog puta biotina je sniZena, kao i serumska koncentracija kinurenina.

Mnogobrojna istrazivanja pretilosti kod ljudi dovela su do zakljucka da dijabetes, kao Cesta
posljedica prevelike tjelesne tezine i pretilosti, dovodi do promjena u metabolizmu aminokiselina.
Koncentracija glicina u cirkulaciji pretilih Zivotinja 1 ljudi je znacajno sniZena, kao i u naSem

istrazivanju. Ovakvi rezultati upucuju na to da glicin u serumu moze predstavljati izuzetno
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znacajan biomarker za razvoj T2D, StoviSe, postoji moguénost da poremeceni metabolizam glicina
ima aktivnu ulogu u razvoju T2D u pretilosti (YOG i sur., 2017). Autori predlazu slijedeci
mehanizam djelovanja: inzulin posreduje u stimulaciji transkripcije enzima glicin dekarboksilaze
(GLDC). Ovaj enzim je kljuc¢an u razgradnji glicina. Pretpostavlja se da bi posrednik u ovakvoj
stimulaciji mogao biti jedan transkripcijski faktor ovisan o inzulinu. Stimulacija enzima za
razgradnju glicina ubrzava njegovu razgradnju u stanjima inzulinske rezistencije i uzrokuje niske
koncentracije glicina u serumu pacijenata sa T2D (YOG i sur., 2017).

U skladu sa dobivenim rezultatima u naSem istrazivanju, TAKASHIMA i sur. su u
istrzivanju pretilosti kod ljudi izmjerili niZe koncentracije glicina, 1 serina, uz asparagin, citrulin 1
glutamin, u usporedbi sa koncentracijama dobivenim u kontrolnoj skupini ljudi sa normalnom
tjelesnom tezinom. Uz to, autori su izmjerili i znacajno povisene koncentracije aminokiselina sa
razgranatim poboc¢nim lancem (izoleucin, leucin 1 valin) kod pretilih ljudi, $Sto mi kod macaka iz
O i M skupine nismo ustanovili (TAKASHIMA i sur., 2016).

Kod pacijenata sa T2D, mnogi metaboliti su sniZzeni u metabolickom putu glicina, serina i
treonina (AL-AAMA, 2019) sukladno naSim rezultatima. Autori zaklju¢uju da to dovodi do
potros$nje glicina. Glicin pozitivno korelira sa osjetljivo$¢u na inzulin, a u slu€ajevima njegovog
nedostatka javlja se inzulinska rezistencija (THALACKER-MERCER i sur., 2014; TAKASHINA
i sur., 2016). Iz tog razloga PALMER i sur. (2015) naglasavaju da bi reducirani plazmatski glicin
mogao predstavljati rani prediktor poremecene tolerancije na glukozu i pojave inzulinske
rezistencije. I AL-AAMA i sur. (2019) predlazu glicin, serin i treonin kao prediktore za rani
poremecaj metabolizma glukoze.

Glicin je aminokiselina najmanje molekularne mase koja se sintetizira iz serina, treonina,
kolina i hidroksiprolina u jetri i bubrezima. Organizam ga u koristi u proizvodnji kreatina, purina,
glukoze i kolagena. Takoder je vazan u gradi kolagena, ukljuen je u protuupalne procese,
imunoloski sustav i antioksidacijski sustav (RAZAK, 2017). Glicin je glavna sastavna komponenta
zucnih kiselina koje su neophodne za probavu masti 1 absorpciju dugolancanih masnih kiselina
(HAFKENSCHEID, 1975). Znanstvenici su kod ljudi sa metaboli¢kim sindromom i dijabetiara
pronasli znacajno smanjene vrijednosti glicina nego u zdravih ljudi. Sukladno s time, poboljsanje
inzulinske rezistencije povisuje serumske razine glicina u dijabeti¢ara (LI, 2018; ADEVA-
ANDANY isur. 2018). Posto je u istrazivanjima dokazan poremec¢aj metabolizma glicina u pretilih
osoba i dijabetiara, smatra se da oni imaju povisen rizik od nastanka kardiovaskularnih bolesti
(ADEVA-ANDANY, 2018). Degradacija glicina deSava se kroz 3 nacina: sistem razgradanje
glicina putem glicin dekarboksilaznog kompleksa (GCS), putem enzima hidroksimetiltransferaze

te pretvorbom glicina u glioksilat pomocu peroksisomalne D-amino oksidaze. Od njih tri, GCS je
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glavni enzim koji pokrece razgradnju glicina do CO2 i NH3 (LOWRY, 1985). Protein koji veze
regulacijske elemente sterola (SREBP-1c) je transkripcijski faktor koji je izravno pod utjecajem
inzulina. On regulira transkripciju gena koji kodiraju GCS kompleks i posreduje u stimulativnim
ucincima inzulina poput lipogeneze. 1z toga proizlazi da se u dijabetesu tipa 2, pri ¢emu je prisutno
stanje inzulinske rezistencije, povecava razgradnja glicina (JOG, 2017). Nadalje, analizom
metabolickih puteva, u skorasnjoj se literaturi nize koncentracije glicina i serina u pretilih osoba
tumace kao posljedica ulaska serina u proces sinteze sfingolipida koji se akumuliraju u jetri i

misi¢ima tijekom inzulinske rezistencije (PALMNAS i sur. 2018).

Metabolicki put biotina znacajno se razlikuje u usporedbi skupina M sa skupinom N. U
grupi zivotinja M biotin i intermedijeri metabolickog puta biotina zna¢ajno su sniZeni.

U istrazivanju provedenom na parovima blizanaca koji su se razlikovali po BMI,
JARVINEN i sur. (2016) utvrdili su da je koncentracija biotina u serumu bila zna¢ajno niza u
skupini sa ve¢im BMI. Takoder, biotin je bio u negativnoj korelaciji unutar parova blizanaca sa
medusobno statisti¢ki znacajno razli¢itim koncetracijama triglicerida (r=-0.56, P=0.045) ().
Ovakvi rezultati su u suglasju sa rezultatima dobivenim u nasem istrazivanju. Biotin je vitamin
topljiv u vodi kojeg sintetiziraju biljke i mikoorganizmi. Modulira sekreciju inzulina,
iskoristavanje glukoze u jetri i sintezu glukagona u prisutnosti hiperglikemije (FERNANDEZ-
MEIJIA, 2005). Pacijenti koji boluju od dijabetesa tipa 2 imaju snizene koncetracije cirkulirajuceg
biotina u odnosu na zdrave kontrole (COGGESHALL i sur., 1985). Supletmecacija sa biotinom i
kromom pokazala se da ima pozitivne uc¢inke u kontroli glikemije i metabolizmu lipida u ljudi
dijabeti¢ara (SINGER i GEOHAS, 2006). Zivotinjski modeli $takora pokazuju razvoj inzulinske
rezistencije pri nedostatku biotina pri ¢emu se navedeno stanje otklanja nadomjestkom biotina
(VIA, 2012). Ovaj se fenomen poblize objasnjava stimuliraju¢im u¢inkom biotina na pojacanu
ekspresije gena heksokinaze koja povecava unos glukoze u jetri (DAKSHINAMURTI i CHEAH-
TAN, 1968). Takoder neka klini¢ka istrazivanja pokazuju da kombinacija kromovog pikolinata
(CrPic) sa biotinom pokazuje efikasnu djelotvornost u moduliranju metabolizma lipida i glukoze
u dijabeticara (GEOHAS i sur., 2007; SINGER i GEOHAS, 2006; ALBARRACIN i sur., 2008).
Biotin regulira transkripciju inzlinskih receptora i poboljsava funkciju p-stanica gusterace.
Sastavni je dio reakcija karboksilacije u metabolizmu glukoze i inzulina (TURGUT i sur., 2018).
Kofaktor je enzimima karboksilaze u metabolickom putu sinteze masnih kiselina, ciklusu limunske
kiselina i metabolizmu aminokiselina (FERNANDEZ-MEJIA, 2005). Koenzim je karboksilazama
koje reguliraju metabolizam lipida i aminokiselina te regulira ekspresiju gena. (RODRIGUEZ-
MELENDEZ i ZEMPLENI, 2003; JARVINEN i sur., 2016). Prva reakcija u procesu sinteze masti
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u citosolu pocinje sa enzimom acetil-COA karboksilazom koji sadrzi biotin-karboksilazu kao
prosteticku skupinu. Reakcija ukljucuje ATP-ovisnu karboksilaciju biotina sa bikarbonatom, pri
¢emu bikarbonat sluzi kao izvor CO2 biotinu. Nakon toga, karboksilna skupina prenosi se sa
biotina na acetil-CoA pri ¢emu nastaje spoj malonil-CoA. Reakcija je katalizirana enzimom
karboksiltransferazom. U obje prethodne reakcije, karboksilni dio biotina ostaje kovalentno vezan
za amino skupinu proteina nosaca biotina (TANABE i sur., 1975). Terapija sa koloroacetiliranim
biotinom blokira ekspresiju receptora aktiviranih proliferacijom peroksisoma y (PPARy) ,
prijenosnika i aktivatora transkripcijskih signala 1 (STATI1), STAT5A koja se deSava pri
adipogenzi. Takoder je dodatkom istog, blokirano nakupljanje lipida prema Oil Red O bojanju.
Levertovo istrazivanje potvrduje dosadasnja istrazivanja da bi acetil-CoA karboksilaza mogla biti
prikladna ciljna meta u terapiji pretilosti (LEVERT i sur., 2002). Turgut i sur. su u najnovijem
istrazivanju na Stakorima prikazali u¢inke suplementacije CrHis i biotina u vidu smanjenja razine

glukoze i triglicerida, a poviSenja koncentracije HDL kolesterola (TURGUT ET AL, 2018).

U usporedbi na N grupom macaka, M grupa pokazuje statisticki znacajno snizene
koncentracije kinurenina u serumu.

Metaboliti triptofana i kinurenina sluze kao signalne molekule izmedu organa. Metaboliti
triptofana (Trp), poznati kao kinurenini, predstavljaju razli¢ite setove metabolita koji signaliziraju
svakojake stanice u tijelu ukljucujuci i mikrofloru (CERVENKA i sur., 2017). Kinurenin ima
vaznu ulogu u kontroli energetskog metabolizma. Uz to §to je vazan za sintezu proteina, triptofan
je potreban za biosintezu nuznih metabolita poput neurotransmitera serotonina, melatonina i raznih
katabolita kinurena koji mogu rezultirati spojem nikotinamid adenin dinukleotidom (NADY)
(CERVENKA i sur., 2017). lako triptofan i njegovi metaboliti poput melatonina imaju ulogu u
regulaciji cirkadijalnog ritma, neki imaju ulogu u energetskom metabolizmu gdje reguliraju
homeostazu glukoze djelujuci na nekoliko ciljnih tkiva. Na primjer, aktivacijom melatoninskog
receptora 1B putem melatonina, smanjuje se iskoristavanje glukoze u smedem masnom tkivu
suprimiraju¢i ekspresiju GLUT4 transportera. Nadalje, melatonin inhibira sekreciju inzulina u 3-
stanicama i time podize razinu glukoze u krvi (CONTRERAS-ALCANTRA i sur., 2010). Poput
melatonina, serotonin djeluje na energetsku homeostazu postizuci anoreksigeni uc¢inak na mozak
i djelujudi izravno na regulaciju aktivnosti masnog tkiva (DONOVAN i TECOTT, 2013). Ukoliko
su svi prethodno metaboliti i njihovi putevi aktivirani i uravnotezeni, konac¢ni ishod jest povec¢ano
iskoriStavanje energije i protuupalna okolina u masnom tkivu.

U istrazivanjima povezanosti debljine i kinurenina, AGUDELO i sur. (2018) utvrdili su da

kinureninska kiselina povecava iskoristavanje energije tako da aktivira receptore vezane uz G-
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protein. Aktivacija tih receptora dovodi do stimuliranja intenziteta metabolizma lipida i pojacane
termogeneze. Takoder, pojacava se ekspresija antiinflamatornih gena u adipoznom tkivu. Sve to
dovodi do smanjenja akumulacije masnog tkiva kod Zivotinja koje su hranjene visokokalorijskom
prehranom punom masti. Iskazan je i povoljan u¢inak na toleranciju glukoze. 1z navedenog
mozemo zakljuciti da nedostatak kinurenina kod macaka iz M skupine ima obrnuti uc¢inak na
njihovo zdravlje, te da je mogu¢ usporen metabolizam lipida, smanjena termogeneza te iskazan
negativni ucinak na toleranciju glukoze.

Posto se smatra da metabolicki put triptofana/kinurenina igra vaznu ulogu u patofiziologiji
mnogih upalnih bolesti, postoji veliki interes o utjecaju ljekova na taj put. Za pocetak su najvecu
paznju privukli ljekovi sposobni inhibirati enzim indolamin-pirol-2,3-dioksigneazu (IDO1), jer taj
enzim prvi i onaj koji ograni¢ava brzinu njihovog metabolickog puta (DOUNAY i sur., 2015.;
ZADORI i sur., 2016). Nedavno je inhibicija enzima kinurenin 3-monooksigenaze (KMO)
privukla veéu paznju jer ovaj enzim moze izravno blokirati proizvodnju citotoksi¢nog-3-
hidroksikinurenina (SMITH, JAMIE i GULLEMIN, 2016). Posljedi¢cno, KMO inhibitori su
trenutno predmet istrazivanja terapeutskih mogucnosti u raznim upalnim bolestima (DOUNAY i
sur., 2015;, MOLE i sur., 2016; ZADORI i sur., 2016) .

Prema naSim saznanjima, ovo je prvo istrazivanje utjecaja debljine kod macaka na
metabolom. Utvrdene su promjene aktivnosti metabolickih puteva povezanih uz razvoj debljine,
mada su sve Zivotinje u trenutku pregleda bile klinicki zdrave, Sto ukazuje na vaZnost odrZzavanja

normalne tjelesne teZine.

Medutim, ovaj rad ima i nekoliko nedostataka. U istraZivanju je sudjelovao relativno mali
broj Zivotinja. Procjenom teZine macaka zajedno sa parametrima za utvrdivanje indeksa tjelesne
tezine, nismo bili u moguénosti utvrditi da li Zivotinja ima povecane depoe visceralne masti. Na
kraju, bilo bi interesantno utvrditi nakon nekoliko godina zdravstveni status istih Zivotinja koje su
sudjelovale u nasem istrazivanju, te pokusati identificirati metabolite koji eventualno ukazuju na

rizik razvoja bolesti povezanih uz visak masnog tkiva.
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6. ZAKLJUCCI

1. Kod macaka sa prekomjernom tezinom i pretilos¢u, bez metabolickog sindroma, koncentracija
glukoze i kolesterola su znacajno povisene u odnosu na zdrave zivotinje normalne tjelesne tezine.
Koncentracija adiponektina je snizena. Moguce je da je prisutno svojevrsno tranzicijsko stanje
vezano sa viskom masnog tkiva, analogno konverziji MHO u MUO, opisanoj u humanoj

medicini.

2. Macke sa prekomjernom tezZinom i pretilo$¢u, sa metabolickim sindromom, imaju povecane
koncentracije glukoze, triglicerida, kolesterola i ukupnih proteina u odnosu na macke normalne

tjelesne tezine. Koncentracija adiponektina u serumu je tekoder snizena.

3. Utjecaj masnog tkiva na koncentraciju adiponektina dokazan je kod ljudi i mnogih vrsta
zivotinja, a u ovom radu snizavnje adiponektina izmjereno je i kod pretilih macaka. Adiponektin
je protein sa mnogobrojnim protektivnim svojstvima, a njegovo snizavanje u cirkulaciji moze

dovesti do razvoja mnogih metabolickih poremecaja.

4. Macke sa prekomjernom teZinom 1 pretilos¢u, bez metabolickog sindroma, nemaju promjena
u koncentracijama metabolita utvrdenim spektroskopijom masa, u odnosu na macke idealne
tezine. Mogu¢i mehanizmi u odrZavanju zdravog metabolickog statusa u MHO ukljucuju
povoljnu distribuciju adipoznog tkiva i odsutnost inflamacije. Medutim, smatra se da ovaj fenotip
nije stabilan tijekom vremena, stoga se sugerira intervencija u S§to ranijoj fazi razvoja

prekomjerne tezine.

5. Metabolicki put glicina, serina i treonina je kod macaka sa prekomjernom teZinom i pretiloscéu
1 metabolickim sindromom suprimiran u usporedbi sa mackama notmalne tjelesne teZine.
Najnovija istrazivanja ukazuju na ulogu poremeéenog metabolizma glicina u razvoju T2D u
pretilosti, pri ¢emu transkripcijski faktori ovisni o inzulinu stimuliraju sintezu enzima za

razgradnju glicina, §to dovodi do stanja inzulinske rezistencije.

6. Metabolicki put biotina je suprimiran je kod macaka sa prekomjernom tezinom 1 pretilos¢u i
metaboli¢kim sindromom suprimiran u usporedbi sa mackama notmalne tjelesne tezine. U
slu¢ajevima deficita biotina razvija se inzulinska rezistencija. Mehanizam razvoja rezistencije

ukljucuje biotinom induciranu ekspresiju heksokinaze koja pojacava potros$nju glukoze u jetri.
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Biotin regulira i transkripciju inzulinskih receptora. Zbog navedenog, razmatraju se potencijalni

korisni ucinci suplementacije biotina kod dijabetiCara i kod pretilih zivotinja i ljudi.

7. Macke sa prekomjernom tezinom i pretilos¢u, sa metabolickim sindromom, imaju znacajno
smanjeni kinurenin u odnosu na macke normalne tjelesne tezine. Kinurenini predstavljaju
razli¢iti skup metabolita koji sluze kao stanicna komunikacija, a imaju znacajnu ulogu u
sistemskom energetskom metabolizmu. Snizavanje aktivnosti ovoga puta moze biti uzrokom, ali
1 posljedicom debljine, stoga su potrebna daljnja istrazivanja o ulozi kinurenina u razvoju

pretilosti kod macaka.

8. Glavnu ulogu u razvoju prekomjerne tezine u vecini sluc¢ajeva imaju vlasnici zivotinja.
Redukcija prekomjerene tjelesne tezine kod macaka je Cesto neucinkovita i veliki postotak
Zivotinja ne uspijeva posti¢i 1 odrzati idealnu tjelesnu tezinu, stoga veterinari moraju provesti
pravodobnu edukaciju vlasnika i poduzeti preventivne mjere u cilju odrzanja normalne tjelesne
tezine tijekom cijelog Zivota, u cilju sprjeCavanja razvoja metabolickih poremecaja i bolesti

vezanih uz debljinu.
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9. SAZETAK

Luka Eé¢imovi¢: Pretilost u macaka — metabolomski pristup

Veliki problem u veterinarskoj medicini danas predstavlja debljina. U istrazivanju je
sudjelovalo 10 macaka sa prevelikom tjelesnom tezinom, bez metaboli¢kih promjena i 8 macaka
sa prevelikom tjelesnom tezinom i utvrdenim metaboli¢kim sindromom. Dobiveni rezultati
usporedeni su sa rezultatima 10 zdravih macaka sa normalnom tjelesnom tezinom. Uz rutinske
hematoloske i biokemijske metode, u mjerenjima je koristen spektroskop masa MS Thermo
Scientific Q Exactive Plus. U istrazivanim skupinama macaka utvrden je kompletni spektar svih
razlikovnih metabolita koji se mogu indentificirati u bazama podataka koristenjem PIMP analize.

Metabolic¢ki put glicina, serina i treonina, kao 1 metabolicki put biotina je kod macaka sa
prekomjernom tezinom i pretiloS¢u i metabolickim sindromom suprimiran. Najnovija istrazivanja
ukazuju na ulogu poremeéenog metabolizma glicina u razvoju T2D u pretilosti, pri ¢emu
transkripcijski faktori ovisni o inzulinu stimuliraju sintezu enzima za razgradnju glicina, $to
dovodi do stanja inzulinske rezistencije. U slucajevima deficita biotina razvija se inzulinska
rezistencija. Mehanizam razvoja rezistencije uklju¢uje biotinom induciranu ekspresiju
heksokinaze koja pojacava potro$nju glukoze u jetri. Biotin regulira i transkripciju inzulinskih
receptora. Zbog navedenog, razmatraju se potencijalni korisni ucinci suplementacije biotina kod
dijabeti¢ara i1 kod pretilih Zivotinja i ljudi. Macke sa prekomjernom teZinom i pretilo$¢u, sa
metaboli¢kim sindromom, imaju znacajno smanjeni kinurenin u odnosu na macke normalne
tjelesne tezine. Kinurenini predstavljaju razli¢iti skup metabolita koji sluze kao stani¢na
komunikacija, a imaju znacajnu ulogu u sistemskom energetskom metabolizmu. SniZavanje
aktivnosti ovoga puta moze biti uzrokom, ali i posljedicom debljine, stoga su potrebna daljnja
istrazivanja o ulozi kinurenina u razvoju pretilosti kod macaka.

Glavnu ulogu u razvoju prekomjerne tezine u vecini slucajeva imaju vlasnici zivotinja.
Redukcija prekomjerene tjelesne tezine kod macaka je Cesto neucinkovita i veliki postotak
zivotinja ne uspijeva posti¢i i odrzati idealnu tjelesnu teZinu, stoga veterinari moraju provesti
pravodobnu edukaciju vlasnika i poduzeti preventivne mjere u cilju odrZzanja normalne tjelesne
tezine tijekom cijelog zivota, u cilju sprjecavanja razvoja metaboliCkih poremecaja 1 bolesti

vezanih uz debljinu.

Kljucne rijeci: debljina, metabolomika, macke, metabolicki sindrom
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10. SUMMARY

Luka Eéimovi¢: Metabolomic approach to feline obesity

Nowadays, obesity is great problem in veterinary medicine. 10 overweight cats wthout
metabolic alterations and 8 overweight cats with established metabolic syndrome took part in this
research. Their results were compared to those from 10 healthy cats with normal body weight.
Mass spectrometry was performed on MS Thermo Scientific Q Exactive Plus along with other
routine hematologic and biochemistry assays. In researched groups of cats, we established the
whole spectrum of distingushing metabolites that can be identified in database using PIMP
analysis.

Metabolic pathways of glycine, serine, threonine and biotin are suppressed in both obese
cats and in cats with metabolic syndrome. Latest researches indicate the role of glycine metabolism
disorder in development of T2D related to obesity, in which insulin-dependent transcription factors
stimulate enzyme synthesis for glycine degradation, which in turn results in insulin resistence. In
case of biotine deficiency, insuline resistence develops. Mechanism of latter includes biotine-
induced hexokinase expression which enhances up glucose consumption in liver. Biotine regulates
transcription of insuline receptors as well. Because of mentioned above, some benefitial effects of
biotine supplementation are being considered with diabetic patients and obese people and animals
as well. Overweight cats and cats with metabolic syndrome have siginificantely decreased
kynurenine to those with normal weight. Kynurenines present set of metabolites that play role in
diverse cells signalization and have important role in systemic energy metabolism. Decrease of
activity of kynurenine pathway can be both cause and consequence of obesity, therefore further
investigations about kynurenine role in development of obesity in cats are needed.

In most cases, the major role in development of overweight have owners of the animals.
Losing body weight is often insufficient and large number of cats do not achieve nor keep up with
their targeted body mass, therefore veterinarians are the ones that need to timely educate owners
and take all preventive measures in order to maintain normal weight during whole life to prevent

development of metabolic disorders and diseases associated to obesity.

Key words: obesity, metabolomics, cat, metabolic syndrome
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