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Vitamin E je eden najbolj u¢inkovitih antioksidantov, ki preprecujejo oksidacijo
v mas¢obnem okolju. V raziskavi smo preucevali vpliv a- in y-tokoferola ter
njune kombinacije na preprecevanje lipidne oksidacije in vivo in v mesu. Na
nivoju transkriptoma smo preucevali tudi njun vpliv na izraZzanje jetrnih genov.
V prehranski poskus smo vkljucili 46 en dan starih piscancev, ki smo jih
razdelili v pet skupin in krmili s krmo sestavljeno pretezno iz pSenice in sojinih
tropin z dodatkom 5 % mascobe do starosti 30 dni. Za kontrolo smo uporabili
dve skupini, negativha kontrola (Kont-, N=10) je prejemala palmino mast,
pozitivna (Kont+, N=10) laneno olje, s katerim smo inducirali oksidacijski stres.
Tri skupine so prejemale laneno olje z dodatkom 67 mg/kg vitamina E, skupina
o (N=10) v obliki a-tokoferola, y (N=8) v obliki y-tokoferola in a+y (N=S8)
polovi¢no kombinacijo obeh oblik. Za ugotavljanje prisotnosti oksidacijskega
stresa smo izmerili koncentracijo malondialdehida v plazmi, jetrih in mesu,
izmerili antioksidacijsko kapaciteto krvne plazme, koncentracijo tokoferolov v
plazmi in razli¢nih tkivih ter ocenili stopnjo poskodb DNA limfocitov. Razlike v
izrazanju genov smo ocenili z analizo mikromreZ, rezultate pa potrdili s RT-
qPCR. Zauzivanje lanenega olja je povzrocilo povecanje oksidacijskega stresa v
organizmu in mesu Zivali, ki ga je dodatek a-tokoferola uspesno zmanjsal. V
nekaterih primerih je bila u¢inkovita kombinacija obeh oblik, ugoden vpliv y-
tokoferola se je pokazal le pri merjenju poskodb DNA limfocitov. Tudi rezultati
mikromreZ so pokazali vpliv te oblike na gene, ki so povezani z imunostjo in
vnetnimi procesi. Vpliv a-tokoferola na razli€no izrazanje genov je bil opazen
predvsem pri genih, ki vplivajo na presnovo mascob in holesterola ter tistih, ki
SO povezani z uravnavanjem oksidacijskega stresa. Vpliv razli¢nih virov
mascobe na te gene smo opazili tudi pri primerjavi kontrolnih skupin. Na
podlagi rezultatov lahko potrdimo ugodno delovanje a-tokoferola in kombinacije
obeh tokoferolov pri preprec¢evanju oksidacijskega stresa, preucevanje delovanja
y-tokoferola pa nakazuje njegov ucinek pri imunskih in vnetnih procesih.
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Vitamin E is one of the most powerful antioxidants, which prevents oxidation in
lipid environment. Our research has focused on the effect of two vitamin E
isomers - a- and y-tocopherol in the prevention of oxidative stress in vivo and in
meat. Using the microarray technology we examined their effect on liver
transcriptome. Forty-six one-day old broilers were included in a nutritional trial
and divided into five experimental groups. The animals were fed diets consisting
mainly of wheat and soybean meal with the addition of 5 % fat for 30 days. The
negative control (Kont-, N=10) received the diet with palm oil, while positive
control (Kont+, N=10) and three other groups received the same amount of
linseed oil in order to increase oxidative stress. Three groups were given 67
mg/kg of different forms of vitamin E, group a (N=10) received a-tocopherol, y
(N=8) y-tocopherol, while a+y (N=8) received half amounts of both tocopherols.
To evaluate the presence of oxidative stress we analysed plasma, liver and
muscle malondialdehyde concentration, measured the antioxidative capacity, the
concentration of tocopherols in plasma and different tissues and evaluated the
lymphocyte DNA damage. Differences in gene expression were measured using
the microarray technology and RT-qPCR. Feeding linseed oil increased
oxidative stress in the organism and in meat, but the addition of a-tocopherol
was able to reduce it. In some cases the combination was also efficient in its
prevention, while the effect of y-tocopherol was seen only in the reduction of
lymphocyte DNA damage. Its effect in the field of immunity and inflammatory
processes was also evident analysing the microarray results, while a-tocopherol
affected genes involved in lipid and cholesterol metabolism and those connected
to oxidative stress regulation. Similar results were shown when comparing the
control groups. On the basis of the results we can confirm the activity of a-
tocopherol and the combination of both tocopherols in the reduction of oxidative
stress, while the activity of ry-tocopherol is indicated in immune and
inflammatory processes.
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HNF4o
HPLC
ICER
IDI1

IFN

IL
INHBA
IRF

IU
JNK
LDL
LMP
LPIN1
LPS
LSS
LXR
LY96
MAPK

MDA
MQ
NF-xB
NFE2L2

NMK
NMP
NOS
NSDHL

O™
PBS

glutation S-transferaza alfa (angl. glutathione S-transferase alpha)
glutation S-transferaza mu (angl.glutathione S-transferase mu)

glutation S-transferaza omega (angl. glutathione S-transferase omega)
lipoprotein visoke gostote

3-hidroksimetil-3-metilglutaril-CoA liaza (angl. 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA lyase)

3-hidroksimetil-3-metilglutaril-CoA  reduktaza (angl. 3-hydroxy-3-
methylglutaryl-CoA reductase)

hem oksigenaza 1 (angl. heme oxygenase 1)

hepatocitni jedrni faktor 4 alfa (angl. hepatocyte nuclear factor 4 alpha)
tekoCinska kromatografija visoke lo¢ljivosti

represorski produkt gena CREM (angl. inducible cAMP early repressor)
izopentenil-difosfat delta izomeraza 1 (angl. isopentenyl-diphosphate
delta isomerase 1)

interferon

interlevkin (angl. interleukin)

inhibin beta A (angl. inhibin beta A)

interferon regulatorni faktor (angl. interferon regulatory factor)
internacionalna enota

angl. ¢ Jun N-terminal kinase

lipoprotein nizke gostote

zniZana temperatura taliS¢a

lipin 1 (angl. lipin 1)

lipopolisaharid

lanosterol sintaza (angl. lanosterol synthase)

jetrni X receptor (angl. liver X receptor)

limfocitni antigen 96 (angl. lymphocyte antigen 96)

z mitogenom aktivirana protein kinaza (angl. mitogen-activated protein

Kinase)
malondialdehid
voda mili Q

jedrni faktor k-B (angl. nuclear factor k-B)

jedrni faktor »erythroid 2-related factor« (angl. nuclear factor erythroid
2-related factor)

nasi¢ene mascobne kisline

normalna temperatura taliS¢a

sintaza dusikovega oksida (angl. nitric oxide synthase)

od NAD(P) odvisna steroidna dehidrogenaza (angl. NAD(P) dependent
steroid dehydrogenase-like)

repni moment po Olivu (angl. Olive tail moment)

fosfatni pufer z NaCl (angl. phopshate buffer saline)

X1
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PCK1

PCR
PDK4

PIK3R1
PPAR
PPARGC1A

RNA
RSFR
SCP2
SIRT1
SQLE
SREBF

TBA
TCA
TLR
TNF
a-TTP
VLDL
VNMK

fosfoenolpiruvat  karboksikinaza 1  (angl. phosphoenolpyruvate
carboxykinase 1)

verizna reakcija s polimerazo (angl. polymerase chain reaction)

piruvat dehidrogenaza kinaza, izocim 4 (angl. pyruvate dehydrogenase
kinase, isozyme 4)

fosfoinozitid-3-kinaza, podenota 1(alfa) (angl. phosphoinositide-3-kinase,
regulatory subunit 1 (p85 alpha))

receptor, aktiviran s peroksisomskim proliferatorjem (angl. peroxisome
proliferator-activated receptor)

receptor, aktiviran s peroksisomskim proliferatorjem vy, koaktivator 1 o
(angl. peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1)
ribonukleinska kislina

levkocitna ribonukleza A-2 (angl. leucocyte ribonuclease A-2)

angl. sterol carrier protein 2

sirtuin 1 (angl. sirtuin 1)

skvalen epoksidaza (angl. squalen epoxidase)

od sterolov-odvisni DNA-regulatorni element vezavni protein (angl.
sterol regulatory element-binding protein)

tiobarbiturna kislina

triklorocetna kislina

Tollu podobni receptor (angl. Toll-like recetor)

tumorje-nekrotizirajo¢i faktor (angl. tumor necrosis factor)

a-tokoferol prenasalni protein

lipoprotein zelo nizke gostote

vecCkrat nenasi¢ene mascobne kisline

XV



Tomazin U. Vloga a- in y-tokoferola v presnovi in antioksidacijski za$¢iti pri pis¢ancih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2014

1 uvoD

Antioksidanti so snovi, ki imajo sposobnost preprecevanja ali zaviranja nezazelenih
oksidativnih sprememb na nekem substratu, ze ¢e so v primerjavi s substratom prisotne
v majhnih koli¢inah. Preprecujejo in zadrzujejo vstop nastalih prostih radikalov v
verizne reakcije in s tem zavirajo oksidacijske verizne reakcije, ne da bi se pri tem sami
vkljucili vanje (Halliwell in Gutteridge, 2000). S tem preprecujejo oksidacijo biolosko
pomembnih molekul v organizmu, ki so tar¢e prostih radikalov. Funkcija antioksidantov
pa ni le varovanje bioloSkih molekul pred prostimi radikali, delujejo lahko tudi kot
signalne molekule in vplivajo na pomembne korake, ki so vpleteni v izrazanje genov. S
spreminjanjem aktivnosti transkripcijskih faktorjev lahko opazno spremenijo mRNA in
koncentracije proteinov (Frank in sod., 2006).

Eden najbolj ucinkovitih v mascobi topnih antioksidantov je vitamin E. V naravi
poznamo osem razli¢nih oblik tega vitamina: a-, B-, y- in - tokoferole in tokotrienole
(Machlin, 1991). Vitamin E zaradi svojega antioksidativnega delovanja ohranja
mascobe v bioloskih sistemih kot tudi v hrani v stabilni obliki (Wagner in sod., 2004).
Tokoferoli in tokotrienoli namre¢ zelo hitro reagirajo s prostimi radikali in jih
odstranijo, Se preden ti reagirajo z maS¢obnimi kislinami ali membranskimi proteini, in
so zaradi tega najpomembnejSi inhibitorji veriznih reakcij lipidne peroksidacije
(Halliwell in Gutteridge, 2000). Dolgo casa se je pozornost raziskovalcev usmerjala
predvsem na a-tokoferol, v zadnjem Casu pa so se zacele tudi raziskave, ki naj bi
pokazale kakSno vlogo imajo ostale oblike tokoferolov pri prepreCevanju nastanka
degenerativnih bolezni, kot so sréno-zilne bolezni, rak, nevrodegenerativne bolezni,
starostno pogojena katarakta. Pozornost se posveca predvsem y-tokoferolu, saj naj bi ta
oblika vitamina E imela komplementarne uc¢inke k delovanju a-tokoferola (Wagner in
sod., 2004). Ceprav ima y-tokoferol zaradi odsotnosti metilne skupine na C-5 atomu na
kromanolnem obrocu slabse antioksidativne sposobnosti kot a-tokoferol, mu prav
odsotnost te metilne skupine omogoca vezavo lipofilnih reaktivnih duSikovih spojin.
Zato veliko bolje kot a-tokoferol odstranjuje dusikov oksid in v tem pogledu dopolnjuje
njegovo delovanje (Cooney in sod., 1995; Christen in sod., 1997).

Zaradi zahtev potro$nikov in zdravstvenih strokovnjakov, ki zagovarjajo dodajanje
antioksidantov naravnega izvora v hrano, se vitamin E velikokrat dodaja v krmo zivalim
(Botsoglou in sod., 2010), saj je pomemben tudi zaradi prepreevanja kvarjenja
proizvodov, ki so zaradi vec¢je vsebnosti veckrat nenasi¢enih mas¢obnih kislin (VNMK)
podvrzeni lipidni oksidaciji. Kot dodatek v krmo se uporablja a-tokoferol, ki ima
najvecjo biolosko vrednost med vsemi oblikami vitamina E (Meydani, 1995). Ker je y-
tokoferol oblika vitamina E, ki je najbolj zastopana v hrani in krmi, nas zanima, kako
dodajanje te oblike ter dodatek kombinacije a- in y-tokoferola vpliva na organizem
zivali in na oksidacijsko stabilnost njihovega mesa. V krmi pisc¢ancev, ki jih redimo z
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namenom prireje mesa (predvsem v koruzi in soji), se nahaja veliko y-tokoferola. Ob
ugodnem delovanju te oblike bi bilo mogoce ob upostevanju y-tokoferola, ki se nahaja v
krmi, zmanjSati koli¢ino dodanega a-tokoferola.

Genetika se je v perutninarstvo zacela vkljucevati Ze v 50-ih letih prejSnjega stoletja, saj
se je takrat pricela selekcija zivali, namenjenih za prirejo jajc oziroma za prirejo mesa.
Kon¢ni rezultat intenzivne selekcije znotraj linije so zivali z zelo podobnimi lastnostmi,
ki so si genetsko med seboj zelo podobne (Muir in sod., 2008). V nasprotju z genomiko,
ki preucuje delovanje celotnega genoma in interakcije med posameznimi geni, se
nutrigenomika ukvarja z vpraSanji, kako posamezna hranila vplivajo na izrazanje genov
(Kaput in sod., 2005). Eden izmed pomembnih ciljev nutrigenomskih raziskav je
razvijanje krme, ki bi bila prilagojena genotipu posamezne zivali (Ghormade in sod.,
2011). Glede na strogo selekcijo znotraj linij pri perutninarstvu in genetsko podobnost
zivali znotraj linij, so tovrstne raziskave Se toliko bolj zanimive. Ker vitamin E vpliva
na celi¢ni odziv na oksidacijski stres s spreminjanjem signalnih transdukcijskih poti
(Bramley in sod., 2000), so vse bolj pogoste raziskave, ki preucujejo njegov vpliv na
ravni genoma. NovejSe raziskave, ki so preucevale bioloske funkcije vitamina E, so
namreC pokazale, da vitamin E ni le pomemben antioksidant, temve¢ tudi transkripcijski
regulator izrazanja genov (Barella in sod., 2004). Preko spreminjanja specifi¢nih
signalnih poti in genov, ki sodelujejo pri proliferacijskih, presnovnih, vnetnih in
antioksidativnih poteh ima vlogo pri vzdrzevanju celicne homeostaze (Galli in Azzi,
2010).

Namen raziskave je doprinos k poznavanju delovanja a- in y-tokoferola ter njune
kombinacije pri pis¢ancih v pogojih s pomoéjo VNMK induciranega oksidacijskega
stresa in vivo ter v svezem ter skladis¢enem mesu. S pomocjo razli¢nih metod smo
zeleli preuciti, kak$no je antioksidativno delovanje posameznih oblik in njune
kombinacije v pogojih, ko je oksidacijski stres induciran s pomocjo lanenega olja.
Delovanje y-tokoferola pri piS¢ancih v takih pogojih Se ni bilo preuc¢evano, prav tako ne
kombinacija a- in y-tokoferola. S pomoc¢jo nutrigenomskih raziskav smo dobili tudi
vpogled v delovanje omenjenih oblik na nivoju transkriptoma pri pis¢ancih. S tem smo
pridobili nova znanja o tem, kateri geni in presnovne poti so vpleteni v indukcijo
oksidacijskega stresa, povzroCenega z n-3 VNMK, ter katere presnovne poti so
povezane z delovanjem razli¢nih oblik tokoferolov.

V raziskavi smo preverili naslednje hipoteze:

e Dodatek n-3 VNMK spremeni mascobnokislinsko sestavo mesa, poveca
oksidacijski stres in zmanj$a oksidativno stabilnost mesa.

e Dodatek razliénih oblik vitamina E (a-, y-tokoferol, kombinacija obeh) razli¢no
vpliva na zmanjSanje lipidne oksidacije, ki je posledica povecanega zauzivanja n-3
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VNMK ter razlicno vpliva na antioksidativnho kapaciteto organizma in
antioksidativno stabilnost mesa.

e Nalaganje vitamina E v razli¢na tkiva se pri dodajanju razli¢nih oblik vitamina E
razlikuje.

e Oksidacijski stres ter a- in y-tokoferol razlicno vplivajo na transkriptom pisc¢ancev.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 OKSIDACIJSKI STRES

O oksidacijskem stresu govorimo takrat, kadar se v organizmu porus$i ravnovesje med
prostimi radikali in antioksidativno obrambo (Halliwell, 2007), oziroma kadar pride do
motenj v ravnovesju med prooksidanti in antioksidanti v prid prooksidantom (Sies,
1991, cit. po Sies, 1997). Oksidativne poskodbe so posledica tega neravnovesja in se
kazejo v spremembah celi¢nih makromolekul, celi¢ni smrti, ki je posledica apoptoze ali
nekroze ali v strukturnih poskodbah tkiv (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). Prikaz
poskodb celice zaradi delovanja prostih radikalov je predstavljen na sliki 1.

Prosti radikali so glavni povzrocitelji oksidacijskega stresa. To so atomi, molekule in
ioni, Ki so sposobni samostojnega obstanka in imajo vsaj en elektron brez para
(Halliwell in Gutteridge, 2000). Na organizem imajo lahko pozitivne ucinke, sicer pa se
veCina njihovega delovanja smatra za Skodljivo. Nekateri prosti radikali so moc¢no
reaktivni in lahko poskodujejo beljakovine, nukleinske kisline, fosfolipide in ostale
celicne makromolekule. Zaradi tega je onemogoCeno normalno delovanje celic
(Bramley in sod., 2000). Prosti radikali v organizmu nastajajo v razli¢nih reakcijah, na
primer v respiratorni verigi v mitohondrijih pri pretvorbi kisika v vodo. Veliko prostih
radikalov se proizvede v imunskih reakcijah, predvsem v avtoimunskemu odgovoru
organizma na okuzbe. K nastanku prostih radikalov pripomorejo tudi zunanji vplivi:
ionizacijska in neionizacijska sevanja, onesnazenost zraka, strupeni plini (ozon),
kemikalije in toksini (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007). V in vitro reakcijah je dokazano
tudi, da prosti radikali nastajajo pri oksidaciji kovin — pri Fentonovi reakciji. V in vivo
pogojih je zaradi omejene koli¢ine prostih kovin v organizmu nastanek prostih
radikalov manjs$i (Chen in sod., 2000). Najpomembnejsi kisikovi prosti radikali so
superoksidni anion (Oy), tripletni kisik (*0y), singletni kisik (*O), hidroksilni radikal
(OH), vodikov peroksid (H20,), radikal dusikovega oksida (NO ‘) in peroksilni radikal
(ROO") (Korosec, 2000). Najpomembnejse kisikove in dusikove spojine, ki so vpletene
v nastanek oksidacijskega stresa, so predstavljene v preglednici 1.

Ceprav proste radikale obravnavamo predvsem s stali$¢a njihovih $kodljivih u¢inkov na
organizem, imajo tudi lastnosti, ki so za organizem nujno potrebne. So namrec
endogene signalne molekule, vkljucene v kontrolo poglavitnih kaskadnih reakcij, kot sta
apoptoza in vnetje. PoveCana produkcija prostih radikalov tako ni nujno povezana z
oksidativnimi poskodbami. Primer je radikal NO *, ki ga imunske celice proizvajajo kot
obrambo proti infekcijam. Vendar kljub temu, da povefana produkcija NO * ni nujno
povezana z oksidacijskim stresom, lahko prisotnost tega radikala vodi v nastanek
drugega oksidanta - peroksinitrita (ONOQO"), ki ima Skodljive u¢inke (Lykkesfeldt in
Svendsen, 2007).
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Preglednica 1: Reaktivne kisikove in reaktivne duSikove spojine ter njihove lastnosti (Lieberman in
Marks, 2009)

Table 1: Reactive oxygen species and reactive nitrogen species and their characteristics
(Lieberman and Marks, 2009)

Reaktivna spojina Lastnosti

07y superoksidni anion Nastaja v elektronski prenasalni verigi in drugih mestih.
Povzroca nastanek drugih kisikovih reaktivnih spojin.

H,0, vodikov peroksid Ni prosti radikal, vendar generira nastanek prostih radikalov,
zanj je znacilno prehajanje v in preko celi¢nih membran.

OH- hidroksilni radikal Najbolj reaktivna vrsta kisikovih prostih radikalov. Nastanek
povzrota H,0, v Fentonovi reakciji ob prisotnosti Fe** ali Cu*.

RO", organski radikali Organski prosti radikali (R predstavlja preostanek spojine).

R R-S Nastajajo iz ROH, RH (npr. na ogljikovem atomu dvojne vezi
mascobne kisline) ali RSH pri napadu OH .

RCOO" peroksilni radikal Organski peroksilni radikal, nastaja npr. pri degradaciji
mascob (tudi LOO ).

HOCI hipoklorna kislina Nastaja v nevtrofilcih z namenom uniéenja mikroorganizmov.

Toksi¢nost substance poteka preko halogenacije in oksidacije.
Spojina s toksi¢nimi uéinki je OCI".

0," singletni kisik Kisikova spojina z antiparalelnima spinoma. Nastaja ob
visokih koncentracijah kisika pod vplivom UV svetlobe.

NO dusikov oksid Reaktivna dusikova spojina, endogeni prosti radikal, ki nastaja
ob delovanju sintaze duSikovega oksida. Pri reakciji s
kisikovimi radikali generira nastanek drugih reaktivnih
dusikovih spojin.

ONOO peroksinitrit Spojina z mo¢no oksidacijsko sposobnostjo, ki sama po sebi ni
prosti radikal, vendar povzroca nastanek radikala NO,.

Z reakcijami prostih radikalov povezujejo razvoj bolezni kot so sladkorna bolezen,
Alzheimerjeva bolezen in druge nevrodegenerativne bolezni, ateroskleroza, ki vodi v
nastanek sréno-zilnih bolezni ter nekatere vrste raka. Zato je odkrivanje delovanja
mehanizmov prostih radikalov, ki vodijo v nastanek sréno-zilnih bolezni in raka
predmet Stevilnih raziskav. Razumevanje nastanka bolezni je namre¢ klju¢no za
odkrivanje antioksidantov, s katerimi lahko prepre¢imo nastanek teh bolezni in za
njihovo zdravljenje (Seifried in sod., 2007).
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Slika 1: Nastanek celi¢nih poskodb zaradi delovanja prostih radikalov (prirejeno po Lieberman in Marks,
2009)
Figure 1: The generation of cell damage due to the activity of free radicals (adapted from Lieberman and
Marks, 2009)

Merjenje oksidativnega stresa v organizmu ni najbolj preprosto. Reaktivne kisikove
spojine so zelo raznolike in spremenljive, zato jih tezko zaznamo. Razlicne metode se
lahko nanasajo neposredno na doloc¢anje posameznih reaktivnih Kisikovih vrst ali pa
posredno na merjenje razli¢nih produktov oksidacije. Na voljo je kar nekaj metod, vsaka
ima seveda svoje prednosti in slabosti. Pogoste metode za dolo¢anje prooksidantnega
statusa so: ESR (elektronska spinska resonanca), d-ROMs test, TBAR test (dolocanje
presnovkov tiobarbiturne kisline kot produktov lipidne peroksidacije), dolocanje
vsebnosti lipoperoksidov, dolocanje nekaterih stranskih produktov oksidacije (npr.
izoprostanov) in kemiluminescenca (pospesena z luminolom), ki je uveljavljena pri
merjenju spros¢anja radikalov iz nevtrofilcev, ter dolocanje 8-hidroksi-deoksi-
gvanozina kot kazalnika oksidacije DNA v urinu (Chance in Gao, 1994). V Krvi
dolo¢amo encime, ki so vkljuceni v zascito celic: superoksid dismutazo, katalazo, od
selena odvisne glutation peroksidaze, izoencime glutation-S-transferaze in glutation
reduktazo. Poleg specificnih parametrov lahko dolocimo tudi celokupni antioksidantni
status (TAS) (Osredkar, 2012). Kadar merimo prisotnost oksidacijskega stresa v
organizmu z indirektnimi pokazatelji, lahko glede na rezultate nekaterih metod
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sklepamo na prisotnost oksidacijskega stresa, glede na rezultate drugih metod tega ne
moremo dokazati. Zato bi bilo potrebno primerjati in standardizirati metode, s katerimi
oksidacijski stres merimo. S tem bi pridobili univerzalno skalo pokazateljev
oksidacijskega stresa in omogocili izdelavo specificnih tabel z »normalnimi
vrednostmi« pri doloCeni starosti in spolu. Dokler se tak sistem ne vzpostavi, je
prisotnost oksidacijskega stresa v organizmu najbolje ocenjevati s primerjanjem
rezultatov razli¢nih metod (Poljsak in sod., 2013).

2.2 ANTIOKSIDANTI

Antioksidanti so naravne ali sinteticne snovi, ki imajo sposobnost, da ze v majhnih
koli¢inah prepreCujejo ali zavirajo nezazelene oksidativne spremembe v bioloskih
sistemih, sem sodijo tako zivi organizmi kot tudi hrana (Salobir, 2000). Preprecujejo in
zadrzujejo vstop nastalih prostih radikalov v verizne reakcije in s tem zavirajo
oksidacijske verizne reakcije, ne da bi se pri tem sami vkljucili vanje. S tem
preprecujejo oksidacijo biolosko pomembnih molekul v organizmu (lipidi, beljakovine,
nukleinske kisline), ki so tarce prostih radikalov (Franki¢ in Salobir, 2007).

Antioksidacijski status organizma je odvisen od stanja endogenega oksidacijskega
sistema in od eksogenih oksidantov, ki jih zauzijemo s hrano (Salobir, 2000).
Antioksidacijsko obrambo organizma lahko razdelimo na tri nivoje:

e primarno,

e sekundarno in

e terciarno.

Primarno znotrajceli¢no antioksidacijsko obrambo predstavljajo endogeni antioksidanti,

ki reaktivne radikale pretvorijo v bolj stabilne produkte in tako prekinejo verizno
oksidacijsko reakcijo. Sem sodijo sledeci encimi (Fang in sod., 2002):

e mitohondrijska superoksidna dismutaza (MnSOD),

e citoplazemska superoksidna dismutaza (Cu(Zn)SOD),
o Fe-katalaza in

e glutation peroksidaza in reduktaza (GSH-Px/ GSH-R).

V sekundarno obrambo celice sodijo eksogeni antioksidanti, ki preprecujejo in
zadrzujejo vstop prostih radikalov v verizne reakcije, ne da bi se pri tem sami vkljucili
vanje. Lovijo proste radikale in jih pretvarjajo v manj reaktivne spojine. Pri teh
reakcijah se oksidirajo in sami postanejo radikali, vendar zaradi energetsko stabilnega
neparnega elektrona niso reaktivni. Nastale radikale lahko drugi antioksidanti reducirajo
nazaj v osnovno obliko. Nahajajo se v plazmi, celicah in celicnih membranah. Med
eksogene antioksidante sodijo vitamin C, vitamin E, polifenoli, B-karoten, glutation.
Skupaj s Se nekaterimi endogenimi antioksidanti (seCna in lipoi¢na kislina, CoQ)
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povecujejo ucinek endogenih encimov (Fang in sod., 2002). Vitamini A, C in E delujejo
neposredno na proste radikale, hkrati pa sodelujejo med seboj in omogocajo ponovno
redukcijo vitaminov. Ko askorbinska kislina na primer prejme elektron od tokoferilnega
radikala, se ta reducira. Dehidroaskorbinska kislina, ki pri tem nastane, se nato reducira
s pomocjo glutationa (Maritim in sod., 2003).

Terciarna obramba v primeru nastalih celicnih poskodb zaradi prostih radikalov aktivira
encime, ki odstranijo ali popravijo poskodovane dele molekul (lipaze, proteaze, DNA
popravljalne encime) (Marnett, 2002).

Povecana
izpostavljenost
oksidantom

Razvoj
Antioksidanti malignih
celic

1
I Celica z Prizadeto
Neposkodovanz oksidaciiskim Poskodovane delovanic Poskodbe
celica | acl molekule an tkiv Bolezen
stresom celice
’ I

l Nenadzorovana
e celiéna smrt
Encimsko Nadzorovana (nekroza)
popravljanj.e celicna smrt
puSkU(Ilul:m]mh (apoptoza)
moleku
Razgradnja
| poskodovanih |«
molekul

Oksidativne spremembe

Slika 2: Shematski prikaz mehanizmov celiéne obrambe proti poskodbam celic, ki jih povzro¢a
oksidacijski stres (Lykkesfeldt in Svendsen, 2007)
Figure 2: Schematic outline of cellular defences against oxidative stress-mediated cellular damage
(Lykkesfeldt and Svendsen, 2007)

2.3 VITAMIN E

Vitamin E je skupno ime za osem kemijsko med seboj podobnih spojin, vsi so metilni
derivati tokola. Med seboj se razlikujejo po polozaju in Stevilu metilnih skupin na
benzenovem obrocu (Rudan-Tasi¢, 2000). Vsaka od osmih spojin je sestavljena iz
kromanolnega obroca in fitilne stranske verige iz 16 ogljikovih atomov. V grobem jih
lahko lo¢imo v dva razreda. V prvem so tokoferoli, ki imajo v stranski verige same
nasicene vezi, v drugem pa tokotrienoli. Ti imajo v stranski verigi tri nenasicene vezi in
sicer na pozicijah 3', 7' in 11'. V vsak razred sodijo Stiri vitamere, ki se razlikujejo po
Stevilu in lokaciji metilnih skupin na kromanolnem obroc¢u. Tako lo¢imo med a-, B-, y-
in 8- tokoferoli in a-, B-, y- in &- tokotrienoli (Pregl. 2).
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Slika 3: Osnovni strukturi tokoferola in tokotrienola
Figure 3: Basic tocopherol and tocotrienol structures

Ker imajo tokoferoli tri asimetri¢ne ogljikove atome, je moznih osem razli¢nih opti¢nih
stereoizomer za vsako obliko. Asimetri¢ni ogljikovi atomi se nahajajo na mestu 2' na
kromanolnem obrocu ter na pozicijah 4'in 8' v stranski verigi. Vse oblike, ki so prisotne
v naravi, so0 RRR stereoizomere (Machlin, 1991). RRR-a-tokoferol ima med vsemi
oblikami tokoferolov najvecjo biolosko aktivnost in je hkrati oblika, ki je najpogosteje
prisotna v hrani. Ostale izomere (B-, y-, 8-) SO prav tako prisotne v hrani, vendar je
njihova bioloska aktivnost manjsa (Meydani, 1995) in znasa relativno z aktivnostjo
RRR-a-tokoferola, ki predstavlja ekvivalent, za RRR-B-tokoferol 0,5, za RRR-y-
tokoferol 0,1 in za RRR-6-tokoferol 0,03 (Ingold in sod.,1990, cit. po Bramley in sod.,
2000).

Preglednica 2: Struktura tokoferolov in tokotrienolov se razlikuje glede na Stevilo in pozicijo metilnih
skupin na kromanolnem obrocu

Table 2: The structure of tocopherols and tocopherols differs in the number and the position of
methyl groups on the chromanol ring

Oblika R1 Rz R3

o CH3 CH3 CH3

B CH3 H CH3

Y H CH3 CH3

) H H CHs

Najpogosteje uporabljana oblika, ki se uporablja kot prehranski dodatek, je a-tokoferol
v obliki acetat estrov. Sinteti¢ne oblike vitamina E po navadi vsebujejo enake deleze
vseh osmih stereoizomer a-tokoferola, vendar je aktivnost teh oblik razli¢na. Prednost
zaestrene oblike je predvsem v njegovi obstojnosti, sicer pa je antioksidativna aktivnost
te oblike manjsa kot aktivnost prostega tokoferola. Poznamo tudi a-tokoferol v obliki
sukcinata, vendar se redkeje uporablja. V Crevesju se mora acetat ester najprej
deesterificirati, pri tem se sprosti aktivna oblika a-tokoferola, ki se absorbira (Drevon,
1991). All-rac-a-tokoferol, ki se pogosto uporablja, vsebuje priblizno 12,5 % RRR-o-
tokoferola, skupaj z enakimi delezi ostalih sedmih stereoizomer, ki imajo manjso
aktivnost (Halliwell in Gutteridge, 2000). Ena IU vitamina E predstavlja ekvivalent 1
mg all-rac-a-tokoferol acetata. Aktivnost RRR-a-tokoferola je vecja, saj aktivnost 1 mg
RRR-a-tokoferola znasa 1,49 TU (Machlin, 1991).
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2.3.1 Vsebnost izomer vitamina E v zivilih

Kot povzeto v preglednem ¢lanku Wagnerja in sod. (2004), se najve¢ vitamina E nahaja
v semenih, oreSckih, zivalskih izdelkih in v zelenjavi. Najve¢ji vir vitamina
predstavljajo rastlinska olja, Zzitarice in zelenjava. Zauzivanje posameznih izomer
vitamina E se glede na geografsko lego razlikuje, predvsem zaradi uporabe razli¢nih olj,
ki se na doloCenem podrocju uporabljajo. Tako v Zdruzenih drzavah Amerike (ZDA)
zaradi veCjega zauZzivanja sojinega in koruznega olja ljudje zauzijejo dva do Stirikrat
vedje kolicine y-tokoferola kot v evropskih drzavah (Saldeen K. in Saldeen T., 2005).

Kot predstavljeno v preglednici 3, se najve¢ vitamina E nahaja v rastlinskih oljih.
Najvecji vir a-tokoferola je olje psSeni¢nih kalckov, veliko te izomere je tudi v
son¢ni¢nem olju. Najve¢ y-tokoferola se nahaja v koruznem, sojinem, repi¢nem in
lanenem olju. Dober vir te izomere predstavljajo tudi semena rastlin, iz katerih ta olja
pridobivajo. V hrani Zivalskega izvora se nahaja predvsem a-tokoferol in sicer v
mascobnem tkivu, v primerjavi z rastlinskimi olji pa mascobe zivalskega izvora
vsebujejo manjse koli¢ine tega vitamina (Gropper in sod., 2009).
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Preglednica 3: Vsebnost vitamina E v oljih, ore¢kih in Zitaricah (mg/100 g) (Souci in sod., 2008)

Table 3: Vitamin E content in oils, nuts and cereals (mg/100 g) (Souci et al., 2008)

Zivilo o- p- v- 8- o-toko- B-toko- y-toko-
tokoferol  tokoferol tokoferol tokoferol trienol trienol trienol

Maslo 2

Loj 1,3

Svinjska mast 1,6 0,09

AraSidovo

olje 8,9 0,38 4,8 0,97

Kakavovo

maslo 0,5 0,16 4,9

Kokosovo

olje 1,8 0,25 0,17 0,33 1,1 0,1 0,44

Laneno olje 0,54 57 0,75

Koruzno olje 26 0,95 75 3,3 15 2

Olivno olje 12 0,1 1,3

Palmino olje 7,4 6,3 0,82 11

Repicno olje 19 49 1,2

Olje Zafranike 45 1,2 2,3 0,65

Sezamovo

olje 0,37 1,4 25 2,1

Sojino olje 9,5 1,3 70 29

Soncni¢no

olje 62 2,3 2,7

Olje grozdnih

peck 29 31 2

Orehovo olje 0,44 28 3,8

Olje pSenic¢nih

kalckov 151 31 53 2,1 3,6

Indijski

orescki 0,26 52 0,23

Kostanj 0,5 7

Arasidi 10 0,27 8,3 0,17

Lesniki 26 19

Kokos 0,7 0,25

Mandlji 26 0,16 0,87 0,02 0,24 0,02

Brazilski

oresc¢ki 6,5 11

Pekani 1,2 19

Pistacije 5,2

Orehi 19 41 0,2

Ajda 0,2 0,1 57 0,3 0,1 0,1

Jeémen 0,31 0,03 0,04 0,01 1,1 0,27 0,47

Oves 0,47 0,08 1,1 0,17

Ovseni

kosmici 0,8 0,1 2 0,3

Proso 0,1 0,1 1,7 0,6 0,1 1,3 0,1

Koruza 15 4,4 0,23 0,48

Riz

polnozrnat 0,6 0,1 0,1 0,1 0,4 0,7

Riz olus¢en 0,1 0,1 0,1 0,1 0,3

Rz 14 0,36 14

PSenica 1 0,38 0,27 2,4

Soja 0,64 8,2

11
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2.3.2 Presnova vitamina E

Pri absorpciji vitamina E sodelujejo zol¢ne soli in sok trebusne slinavke. Iz ¢revesja se
absorbira skupaj z ma$cobnimi kislinami, monogliceridi in ostalimi v mascobi topnimi
vitamini, ki preidejo apikalno membrano absorptivnih celic v ¢revesnih resicah in se
zdruzijo v hilomikrone. Absorpcija je najve¢ja v srednjem delu tankega crevesa. Pri
sesalcih se iz Crevesja prenese v limfo, pri pticah pa se po portalni veni prenese
neposredno v jetra (Machlin, 1991). Ne glede na obliko se vse oblike vitamina E enako
absorbirajo, koli¢ina absorbirane oblike pa je odvisna od koncentracije, ki jo organizem
dobi s hrano (Brody, 1998). V krvnem obtoku so hilomikroni izpostavljeni delovanju
encima lipoprotein lipaza, zaradi ¢esar nastanejo hilomikronski ostanki. Vitamin E, ki je
vezan v hilomikronskih ostankih, se prenese v jetra in se tam vgradi v VLDL. Vanje se
zaradi delovanja o-TTP vgrajuje predvsem a-tokoferol (Bramley in sod., 2000). Zaradi
nizke afinitete tega proteina do ostalih oblik vitamina E, se le-te veliko slabse prenasajo
na VLDL. Zato v krvi in tkivih najdemo veliko manjse koli¢ine teh oblik. Vecina se jih
namre¢ izlo¢i z blatom (Ju in sod., 2010). VLDL, ki kroZijo po krvnem obtoku, oddajajo
triacilglicerole razliénim tkivom, tako nastanejo LDL. Nekaj vitamina E ostane
vezanega v LDL, nekaj pa se ga prenese na HDL. Ti dve vrsti prenasalcev si med seboj
pogosto izmenjujeta molekule vitamina E, brez da bi pri tem posredoval kak prenaSalni
protein (Traber, 1994, cit. po Halliwell in Gutteridge, 2000). Molekule vitamina E se v
celice lahko vgradijo na razli¢ne nacine:

e pri receptorsko posredovanem sprejemu LDL,
e pri hidrolizi hilomikronov in VLDL, ki jo regulira lipoprotein lipaza,
e pri prenosu s pomoc¢jo HDL (Gropper in sod., 2009).
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Slika 4: Presnova vitamina E (prirejeno po Wagner in sod., 2004)
Figure 4: The vitamin E metabolism (adapted from Wagner et al., 2004)

Zaradi razli¢nih koli¢in tokoferolov v oljih, ki so najvecji vir vitamina E, se glede na to,
katero olje zauzivamo, v plazmi lahko pojavljajo razli¢ne koli¢ine tokoferolov. V. ZDA
na primer s hrano zauzijejo vecje koli€ine y-tokoferola, medtem ko v Evropi zauZijemo
vecje koli¢ine a-tokoferola, saj se v Evropi zauziva ve¢inoma olivno in son¢ni¢no olje,
ki sta dober vir a-tokoferola, v ZDA pa z y-tokoferolom bogato koruzno olje (Zingg in
Azzi, 2004).

2.3.3  Antioksidativno delovanje a-tokoferola

Najpomembnejsa bioloska lastnost vitamina E je njegovo antioksidativno delovanje. Je
najbolj ucinkovit v mascobi topen antioksidant, saj pripomore k stabilnosti celi¢nih
membran. Vitamin E §¢iti celi¢ne strukture pred kisikovimi prostimi radikali in produkti
lipidne peroksidacije (Meydani, 1995). Tokoferoli in tokotrienoli zelo hitro reagirajo s
prostimi radikali in jih odstranijo, Se preden ti reagirajo z mas¢obnimi kislinami ali z
membranskimi proteini (Halliwell in Gutteridge, 2000). Deluje v povezavi z drugimi
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molekulami, kot so reducirani glutation in askorbinska kislina, ter encimi, na primer

glutation peroksidazo, superoksid dismutazo in katalazo. S tem zas¢iti celice pred
poskodbami kisikovih radikalov (Eitenmiller in Lee, 2004).

Z reakcijami prostih radikalov povezujejo razvoj bolezni kot so sladkorna bolezen,
Alzheimerjeva bolezen in druge nevrodegenerativne bolezni, ateroskleroza, ki v vodi v
nastanek sréno-zilnih bolezni ter nekatere vrste raka. Zato je odkrivanje delovanja
mehanizmov prostih radikalov predmet Stevilnih raziskav. Razumevanje nastanka
bolezni je namre¢ klju¢no za odkrivanje antioksidantov, s katerimi lahko prepre¢imo
nastanek teh bolezni in za njihovo zdravljenje (Seifried in sod., 2007). Vitamin E in
njegove antioksidativne lastnosti so kljuénega pomena pri preprecevanju bolezni, Ki S0
pere¢ problem v dana$njem Casu. S prepreCevanjem agregacije in adhezije trombocitov
na stene zil in s prepreevanjem oksidacije LDL, ki vodi v nastanek ateroskleroze, §¢iti
pred nastankom sréno-zilnih bolezni. Pomembna je njegova funkcija pri znizevanju
tveganja za pojav rakavih bolezni, saj njegovo antioksidativno delovanje zasciti
molekule DNA pred kisikovimi prostimi radikali in s tem zavira mutagenezo in
transformacijo celic. Prav tako je njegovo delovanje pomembno pri pravilnem
delovanju imunskega sistema, saj so imunske celice zelo dojemljive na delovanje
prostih radikalov (Meydani, 1995).

a-Tokoferol je oblika vitamina E z najvecjo antioksidativno kapaciteto. Nahaja se v
membranah celic, kjer $¢iti lipoproteine pred oksidativnimi poskodbami. Prosti radikali
hitreje reagirajo z a-tokoferolom kot z nenasi¢enimi mas¢obnimi kislinami, a-tokoferol
na ta nacin zas¢iti celicno membrano pred poskodbami, ki jih povzrocajo prosti radikali.
Pri avtooksidaciji namre¢ pod vplivom delovanja nekaterih dejavnikov (svetloba, visoka
temperatura, ionsko sevanje, kovinski ioni, delovanje encima lipooksiganeza) maS¢obna
kislina (L*H) odda vodikov proton in nastane lipidni radikal (L*"). Ta v fazi propagacije
reagira s tripletnim kisikom, pri ¢emer nastane visoko reaktivni peroksilni radikal
(L'O0"). Ta lahko reagira z drugo mas¢obno kislino, nastane hidroperoksid (L'OOH) in
nov radikal masc¢obne kisline (L?*). Ta lahko veZe kisik, cikel se ponovi, vzpostavi se
verizna reakcija (slika 5). Hidroperoksidi, ki nastanejo v fazi propagacije, lahko ob
prisotnosti Zeleza in bakra razpadejo in nastaneta peroksilni radikal (L'OO ° ) ali
alkoksilni radikal (L'O *), ki Se pospeSita verizno reakcijo. Po drugi strani lahko
razpadejo do aldehidov, ketonov, alkenov in ostalih produktov, ki se veZejo na celi¢ne
makromolekule, kot so DNA in beljakovine in jih poskodujejo ali inducirajo vnetje
(Bramley in sod., 2000).
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Slika 5: Iniciacija in vzpostavitev verizne reakcije pri oksidaciji mas¢obnih kislin (MK)
Figure 5: Iniciation and propagation of fatty acid oxidation

Pri preprecevanju vzpostavitve verizne reakcije zaradi okSidacije masc¢obnih kislin ima
pomembno vlogo a-tokoferol (slika 6). Ta odda vodikov proton lipidnim peroksilnim
radikalom, pri tem nastane a-tokoferilni radikal. Ta je veliko bolj obstojen kot radikali,
ki nastanejo pri oksidaciji mas€obnih kislin (Eitenmiller in Lee, 2004). Vitamin C o0z.
askorbinska kislina nastali tokoferilni radikal reducira v njegovo aktivno obliko (Niki,
1991). Pri tem, ko askorbinska kislina donira elektron, nastajata oksidirani obliki
vitamina C — monodehidroaskorbat in dehidroaskorbat, ki pa nista reaktivni in
zaustavita  verizno  reakcijo  lipidne  peroksidacije. = Dehidroaskorbat  in
monodehidroaskorbat se ob prisotnosti encimov monodehidroaskorbat reduktaza in
glutation dehidroaskorbat reduktaza reducirata nazaj v vitamin C (Naidoo in Lux,
1998). Tudi reducirana oblika glutationa lahko ob prisotnosti glutation reduktaze
tokoferilni radikal pretvori nazaj v a-tokoferol (Machlin, 1991).
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Slika 6: Zaustavitev verizne reakcije zaradi delovanja a-tokoferola in regeneracija a-tokoferola
Figure 6: The termination of lipid oxidation chain reaction due to the activitiy of a-tocopherol and the
regeneration of a-tocopherol

2.3.4  Vloga y-tokoferola

Dolgo casa se je pozornost raziskovalcev usmerjala predvsem na a-tokoferol, ki je pri
ljudeh in zivalih biolosko najbolj razpolozljiva oblika vitamina E, zadnje Case SO
pogoste tudi raziskave, ki poskuSajo pokazati kaksno vlogo imajo ostale oblike
tokoferolov pri prepreCevanju nastanka razli¢nih degenerativnih bolezni (sréno-zilne
bolezni, rak, starostno pogojena katarakta, nevrodegenerativne bolezni). S tem v zvezi
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se zdi najbolj zanimivo delovanje vy-tokoferola, saj naj bi ta oblika imela
komplementarne ucinke k delovanju a-tokoferola (Eitenmiller in Lee, 2004). Kot
povzeto v preglednem ¢lanku Wagnerja in sod. (2004), je aktivnost y-tokoferola zaradi
manjSe bioloske razpoloZljivosti v in vivo pogojih manjsa kot delovanje a-tokoferola. y-
Tokoferol na mestu -5 na kromanolnem obro¢u nima vezane metilne skupine, zaradi
Cesar prihaja do razlike v lipofilnosti v primerjavi z a-tokoferolom. Zaradi teh lastnosti
najverjetneje prihaja do razlik v bioaktivnosti med tema dvema molekulama. Bieri in
Poukka Evarts (1974a) sta poskusala njegovo aktivnost oceniti pri razlicnih vrstah
zivali. Pri podganah in piScancih sta ugotovila, da aktivnost y-tokoferola znasa od 6 do
16 % aktivnosti a-tokoferola, medtem ko je bil ucinek y-tokoferola pri hrckih manjsi.
Behrens in Madere (1983) sta pri podganah ugotovila povecane koncentracije
plazemskega y-tokoferola le v primeru, ko so zivali s krmo prejele samo to obliko
tokoferola. V primeru, ko je bil krmljen skupaj z a-tokoferolom, so bile koli¢ine y-
tokoferola v plazmi v primerjavi z a-tokoferolom osemkrat manjse.

y-Tokoferol ima antioksidativne lastnosti, ki se razlikujejo od tistih, ki so znacilne za a-
tokoferol. Ta oblika vitamina E odda protone peroksilnim radikalom, pri ¢emer nastane
y-tokoferilni radikal. Ceprav ima zaradi odsotnosti metilne skupine na C-5 atomu na
kromanolnem obrocu slabse antioksidativne Sposobnosti kot a-tokoferol, mu prav
odsotnost te metilne skupine omogoca vezavo lipofilnih reaktivnih duSikovih spojin. y-
Tokoferol tako veliko bolje kot a-tokoferol odstranjuje dusikov oksid in v tem pogledu
dopolnjuje delovanje a-tokoferola (Cooney in sod., 1995; Christen in sod., 1997). Pri
reakciji duSikovega oksida s superoksidom nastane peroksinitrit, ki je eden najbolj
pomembnih etioloskih faktorjev, ki vplivajo na razvoj $tevilnih bolezni. y-Tokoferol
reagira s peroksinitritom in nastane stabilna oblika 5-nitro-y-tokoferol (Eitenmiller in
Lee, 2004). V primeru, ko se dusikov dioksid veze na a-tokoferol, pride do tvorbe a-
tokoferol kinona, za katerega se smatra, da je mutagena spojina. Christen in sod. (1997)
so v svoji raziskavi pokazali, da y-tokoferol u¢inkovito veZe reaktivne duSikove spojine,
pri ¢emer nastaja 5-nitro-y-tokoferol. V primeru vezave na o-tokoferol nastajata dve
spojini, para-kinon in a-tokoferil kinon. S tem so potrdili vlogo y-tokoferola pri
zmanjSevanju posledic vnetnih procesov, v katerih reaktivne dusikove spojine nastajajo.

Antioksidativne lastnosti, ki jih ima y-tokoferol, prihajajo do izraza predvsem v hrani in
v in vitro pogojih. V takih situacijah se je izkazal za u¢inkovito molekulo, ki omogoca
odstranjevanje lipofilnih elektrofilov, reaktivnih dusikovih in kisikovih spojin. V in vivo
pogojih je njegova aktivnost manjSa predvsem zaradi majhne koncentracije v plazmi
(Wagner in sod., 2004). y-Tokoferol se namre¢ v jetrih v veliki meri presnovi do -
CEHC, ki se izloci z zol¢em in secem (Jiang in sod., 2001). Traber in Kayden (1989) sta
ugotovili, da se a- in y-tokoferol sicer v enaki meri absorbirata in vgrajujeta v
hilomikrone, vendar v jetrih pride do razlik v prepoznavanju teh dveh tokoferolov, zato
se o-tokoferol vgradi v VLDL, vecina y-tokoferola se presnovi in izlog¢i.
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Vecina raziskav, ki preucuje delovanje y-tokoferola, se ukvarja z njegovim vplivom na
zdravje ljudi, saj vpliva na zmanj$anje pojavnosti sr¢no-zilnih bolezni (Christen in sod.,
1997; Saldeen in sod., 1999), raka (Gysin in sod., 2002; Campbell in sod., 2006) ter
deluje protivnetno (Jiang in sod., 2000; Morton in sod., 2002; Jiang in Ames, 2003;
Wiser in sod., 2008). U¢inek y-tokoferola se je izkazal kot pomemben tudi pri bolnikih s
presnovnim sindromom (Devaraj in sod., 2008). Saldeen in sod. (1999) so pri podganah
preucevali antioksidativne lastnosti a- in y-tokoferola in ugotovili, da 100 mg/kg a- oz.
y-tokoferola ucinkovito pripomore k zmanjSanju koncentracije superoksidnega aniona v
arterijah ter zmanjsuje lipidno peroksidacijo in oksidacijo LDL. Pri tem je bil u¢inek vy-
tokoferola v primerjavi z a-tokoferolom vecji. Odsotnost metilne skupine na mestu -5
na kromanolnem obrocu pri y-tokoferolu omogoca ucinkovito vezavo nitritnega radikala
(Cooney in sod., 1995; Christen in sod., 1997), ki je mutageni elektrofil in s tem zas¢iti
mascobe, beljakovine in nukleinske kisline (Shigenaga in sod., 1997). Raziskave, ki so
preucevale delovanje y-tokoferola, se tako osredotoc¢ajo predvsem na podrocja, v katerih
naj bi y-tokoferol imel veliko vlogo, to je pri boleznih, ki so posledica povecCanega
obsega vnetnih procesov v organizmu. y-Tokoferol in y-CEHC sta u¢inkovito zmanjSala
nastajanje PGE, ki igra pomembno vlogo pri vnetju in z njim povezanih boleznih (Jiang
in sod., 2000; Jiang in Ames, 2003). Tudi v Studiji, ki so jo objavili Kuo in sod. (2008),
so ugotovili protivnetno delovanje y-tokoferola. Koncentracije protivnetnih citokinov so
bile manjse pri misih, ki so bile tretirane z nanoemulzijo, ki je vsebovala y-tokoferol.
Tudi pri preucevanju alergijskih boleznih dihal — pri astmi in alergijskem rinitisu, je y-
tokoferol ucinkovito zmanjsal nastajanje protivnetnih citokinov in eikozanoidov
(Wagner in sod., 2007).

Veliko raziskav se osredoto¢a na vlogo y-tokoferola pri rakavih obolenjih. Gysin in sod.
(2002) porocajo o boljSem inhibitornem delovanju y-tokoferola v primerjavi z a-
tokoferolom pri proliferaciji celic in sintezi DNA v celi¢nih linijah kolona, prostate in
osteosarkoma. Tudi pri misih, ki so sluzile kot model pri preucevanju raka prostate je
prehrana bogata z y-tokoferolom znatno zmanjSala pojav te bolezni. Huang in sod.
(2003) so pri bolnikih z rakom na prostati dolo¢ili manj$e koncentracije y-tokoferola v
plazmi. O apoptoticnem delovanju v humanih celi¢nih kulturah raka na dojki MDA-
MB-435 in MCF-7 porocajo Yu in sod. (2008). Prav tako se je inhibitoren u¢inek na
rast rakavih celic pokazal pri celi¢nih linijah raka plju¢ in pri misjem modelu NCr-
nu/nu, ki je sluzil za preucevanje te bolezni (Lu in sod., 2010). Zaradi vecjih
koncentracij y-tokoferola v Crevesju zaradi izlo¢anja te oblike vitamina E z Zol¢em
(Traber in Kayden, 1989), lahko pride u¢inkovitost te oblike pri raku debelega ¢revesa
Se toliko bolj do izraza.

y-Tokoferol ima pomembno vlogo tudi pri zmanjSevanju pojavnosti sréno-zilnih

obolenj. Liu in sod. (2003) so ugotovili, da ima pripravek bogat predvsem z y-
tokoferolom boljsi ucinek na zmanjSanje zlepljanja trombocitov kot samo a-tokoferol.
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Tudi v $tudiji Li in sod. (1999) se je y-tokoferol izkazal za bolj uc¢inkovito obliko
vitamina E kot a-tokoferol pri preprecevanju nastajanja krvnih strdkov, hkrati se je
zmanjSalo nastajanje superoksidnih anionov, manjsi je bil obseg lipidne oksidacije in
oksidacije LDL. Saldeen in sod. (1999) so v raziskavi, kjer so preuéevali vpliv a- in y-
tokoferola na prepreCevanje nastanka krvnih strdkov v arterijah, ugotovili boljse
delovanje y-tokoferola v tej smeri. V studiji, ki je trajala sedem let, vanjo je bilo
vkljucenih 334 000 zensk po menopavzi, so Kushi in sod. (1996) ugotovili, da je vecje
zauzivanje vitamina E, predvsem v obliki y-tokoferola, povezano z manjSo pojavnostjo
smrti, ki so posledica sréno-zilnih obolenj. Pri preuc¢evanju delovanja a-tokoferola do
takih zakljuc¢kov niso prisli.

2.3.5  Sinergisti¢no delovanje a- in y-tokoferola

Med razliénimi molekulami, ki imajo antioksidativne lastnosti, prihaja do
sinergisti¢nega delovanja. Pomembno je na primer sodelovanje med vitaminom E in
vitaminom C, saj je slednji sposoben reducirati oksidirano obliko tokoferolov v prvotno
obliko. Prav tako se v tej povezavi kaze aktivnost B-karotena (Niki in sod., 1995). O
sinergisticnem delovanju a- in y-tokoferola so sklepali Tomasch in sod. (2001). V
raziskavi so preucevali, kakSen je antioksidativen ucinek teh dveh oblik vitamina E. V
prehrano zdravih prostovoljcev so vkljucili razlicne vire maséobe. Ena skupina je
prejemala 80 g koruznega olja, ki vsebuje velike koli¢ine y-tokoferola, druga skupina pa
enako koli¢ino mesanice olivnega in son¢ni¢nega olja z majhno vsebnostjo y-tokoferola.
Koncentracija malondialdehida (MDA) se med obema skupinama ni razlikovala, so pa
avtorji glede na to, da ima koruzno olje vecji delez VNMK predpostavili, da ima vy-
tokoferol ve¢ji ucinek pri prepreCevanju oksidacije mascob kot a-tokoferol.
Malondialdehid je namre¢ pokazatelj oksidacije mascobnih kislin z ve¢ kot dvema
nenasi¢enima vezema.

Ucinek meSanice tokoferolov (100 mg y-tokoferola, 40 mg o6-tokoferola in 20 mg a-
tokoferola) je imel vecji uéinek na preprecevanje zlepljanja trombocitov v primerjavi s
100 mg a-tokoferola. Prav tako se je ta meSanica tokoferolov izkazala za bolj
ucinkovito pri delovanju na antioksidativne encime in na sprosc¢anje dusikovega oksida
(Liu in sod., 2003). Yamashita in sod. (1992) so preucevali uinek a- in y-tokoferola in
ucinkovitost y-tokoferola v kombinaciji z lignani iz sezamovih semen ter ugotovili, da
je delovanje y-tokoferola v kombinaciji s sezamovimi lignani primerljivo z delovanjem
a-tokoferola, medtem ko vy-tokoferol sam ni bil ucinkovit. MeSanica razli¢nih
tokoferolov, ki je vsebovala 75 mg a-tokoferola, 315 mg y-tokoferola in 110 mg -
tokoferola na dan je zmanjSala nivo F, izoprostanov pri bolnikih s sladkorno boleznijo v
enaki meri kot a-tokoferol (500 mg/dan), uéinek na zmanj$anje levkotriena B4 se je
pokazal le pri skupini, ki je prejemala meSanico tokoferolov. Glede na rezultate lahko
sklepamo na primerljive uc¢inke a-tokoferola in mesanice tokoferolov na preprecevanje
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oksidacijskega stresa ter na poglavitno vlogo mesanice pri zmanj$anju vnetnih procesov
(Wu in sod., 2007). Clément and Bourre (1997) sta upostevajo¢ rezultate svoje Studije
predlagala, da naj bi se ob visoki vsebnosti y-tokoferola v krmi bioaktivnost a-
tokoferola spremenila. Pri preucevanju delovanja teh dveh tokoferolov sta ugotovila, da
se ob krmljenju y-tokoferola podganam koncentracija tako o- kot y-tokoferola v krvnem
serumu bolj poveca kot pri krmljenju le a-tokoferola.

2.3.6  Vitamin E v prehrani piS¢ancev

Zaradi zahtev potrosnikov in zdravstvenih strokovnjakov, ki zagovarjajo dodajanje
antioksidantov naravnega izvora v hrano, se vitamin E velikokrat dodaja v krmo Zivalim
(Botsoglou in sod., 2010), saj je pomemben zaradi prepreCevanja kvarjenja proizvodov,
ki so zaradi vec¢je vsebnosti VNMK podvrzeni lipidni oksidaciji. n-3 VNMK se v
prehrani piS¢ancev uporabljajo predvsem zaradi ugodnega ucinka, ki jih imajo na
zdravje ljudi. Teh esencialnih mascobnih kislin se v prehrani sodobnega ¢loveka nahaja
premalo, z njimi obogateno meso ali mesni izdelki pa ucinkovito prispevajo k
njihovemu ve¢jemu vnosu. Vecje zauzivanje n-3 VNMK uéinkovito pripomore k
zmanjS$anju tveganja bolezni, kot so sréno-zZilne bolezni, poviSan krvni tlak, artritis,
sladkorna bolezen, rak in druge avtoimunske in vnetne bolezni (Simopoulos, 1991).

Pis¢anci s standardno prehrano dobijo predvsem n-6 VNMK, z dodajanjem dodatkov in
krmil, ki vsebujejo veliko n-3 VNMK, lahko vplivamo na mascobnokislinsko sestavo
njihovega mesa, saj se mascobnokislinska sestava krme odraza v mascobnokislinski
sestavi mesa (Woods in Fearon, 2009).

Ker so VNMK zaradi prisotnosti nenasic¢enih vezi med ogljikovimi atomi podvrzene
oksidaciji, je potrebno v krmo dodati antioksidante, ki preprecujejo oksidativne
poskodbe tako v krmi, kot tudi v organizmu in posledi¢no mesu Zivali, kar pripomore
tudi k vecji obstojnosti tovrstnih proizvodov. Ti so zaradi poveCanega obsega oksidacije
bolj nagnjeni h kvarjenju, prizadeta sta lahko tudi videz in okus mesa ter mesnih
izdelkov (Wood in sod., 2003).

Za preprecevanje oksidacije mascob se v prehrani Zivali uporablja a-tokoferol, ki ima
najvecjo biolosko vrednost med vsemi oblikami vitamina E (Meydani, 1995). Nalaganje
a-tokoferola v zivalska tkiva je odvisno od koli¢ine, ki jo zivali zauZzijejo, s tem je
povezana oksidativna stabilnost mesa in mesnih proizvodov (Jensen in sod., 1997;
Narciso-Gaytan in sod., 2010). Stevilne raziskave so z dodajanjem o-tokoferola v krmo
pisS¢ancev potrdile izboljSanje produktivnosti zivali (Guo in sod., 2001), boljSo
oksidativno stabilnost mesa (Lauridsen in sod., 1997; Cortinas in sod., 2005; Volj¢ in
sod., 2011) ter povecano vsebnost vitamina E v zivalskih tkivih (Lauridsen in sod.,
1997; Flachowsky in sod., 2002). Raziskave so potrdile, da lahko na podaljSanje
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obstojnosti mesa vplivajo tudi drugi antioksidanti naravnega izvora v kombinaciji z a-
tokoferolom. O sinergistiénem delovanju a-tokoferola in a-lipoi¢ne kisline pri pisc¢ancih
porocajo Yasin in sod. (2012), pri puranih so sinergisti¢en u¢inek med eteri¢nim oljem
origana in a-tokoferolom zaznali Botsoglou in sod. (2003), ugoden vpliv pri govejem
mesu je imela kombinacija a-tokoferola in rastlinskega ekstrakta bogatega s polifenoli
(Gobert in sod., 2010).

Raziskave, ki bi preucevale delovanje y-tokoferola pri piscancih, so sicer redke, so pa
Bottje in sod. (1995) ugotovili, da imajo pis¢anci, oboleli za plju¢no hipertenzijo,
manjse koli¢ine tako a- kot tudi y-tokoferola v pljucih in jetrih, kar nakazuje na njegovo
antioksidativno delovanje.

2.4 VPLIV VITAMINA E NA TRANSKRIPCIJO GENOV

2.4.1  Nutrigenetika in nutrigenomika

V casu razli¢nih »omik« je prehranska znanost predstavila dva pojma, ki povezujeta
prehrano in genetiko: nutrigenetiko in nutrigenomiko. To sta vedi, ki preucujeta
interakcije med hranili in geni, vendar za razreSitev mehanizmov, kako hranila vplivajo
na razvoj bolezni, uporabljata razli¢ne pristope (Frank in sod., 2006). Nutrigenetika tezi
k razumevanju tega, kako genetski profil posameznika koordinira odziv na prehrano.
Tezi k identifikaciji in karakterizaciji genskih variant povezanih z razlicnimi odzivi na
hranila in kako jih povezati z bolezenskimi stanji. V nasprotju s karakteristikami
nutrigenetike, nutrigenomika s pomoc¢jo orodij funkcionalne genomike preucuje vpliv
posameznih hranil na transkriptom, proteom in metabolom celic, tkiv ali celotnega
organizma. Poleg tega se ukvarja z identifikacijo genov, ki vplivajo na razvoj s prehrano
povezanih bolezni. V prehranske raziskave vnaSa nove pristope in preko visoko
tehnoloskih eksperimentalnih procesov odkriva odziv posameznika na sestavine hrane,
pri tem pa uporablja tehnologije genomike, proteomike, transkriptomike in
metabolomike (Ragib in Cravioto, 2009).

Transkriptomika je po navadi prva v vrsti razlicnim »omik«, ki se uporabljajo za
preucevanje vpliva prehrane na genom. S pomocjo transkriptomike dobimo informacije
0 tem, kateri geni in na kak$nem nivoju so izraZeni. Preliminarne analize s pomocjo
tehnologije mikromrez nam omogocajo tudi izbiro drugih tehnologij, ki bi bile primerne
za preucevanje izbranega problema (McGettigan, 2013). Veliko esencialnih hranil in
bioaktivnih komponent hrane (funkcionalna hrana) sluzi kot pomemben regulator
izrazanja genov S tem, ko spreminjajo transkripcijo in translacijo genov in s tem
vplivajo na metabolizem, celicno rast in diferenciacijo. Ti procesi so pomembni pri
razvoju razliénih bolezni. Tehnologija DNA mikromrez omogoca simultano oceno
transkripcije tiso¢ih genov in njihovo relativno izrazanje pred in po izpostavi razli¢nim
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hranilom (Ragib in Cravioto, 2009). Omogoca simultano analizo izraZanja velikega
Stevila genov in s tem nadgrajuje tradicionalne metode, ki se uporabljajo za preucevanje
izrazanja genov (RT-gPCR, prenos northern) (Spielbauer in Stahl, 2005). Trenutno je to
najmocnejSe orodje transkriptomike, saj omogoca meritve na vseh transkriptih in
njihovih variantah (alternativno izrezovanje) genoma dolocene vrste.

Proteomika je veda, ki preucuje znacilnosti proteinov (na nivoju izrazanja, post-
translacijske modifikacije, interakcije), z namenom poznavanja mehanizmov razli¢nih
bolezni, celi¢nih procesov in povezav med njimi na nivoju proteinov (Blackstock in
Weir, 1999). Metabolomika preucuje globalni presnovni profil sistema, od celic, tkiv do
celotnega organizma pod vplivom delovanja preucevanih dejavnikov. Preucevanje
metaboloma je izjemno zahtevno zaradi raznolikosti kemijske narave presnovkov. Ti SO
rezultat interakcije med genomom sistema in okoljem ter niso zgolj konéni produkti
izrazanja genov (Rochfort, 2005).

2.4.2  Nutrigenomika v kmetijstvu

Nutrigenomika postaja pomemben pripomoéek tudi v kmetijskih vedah. Z moznostjo
napovedovanja odziva zivali na prehranske intervencije bi kot pomemben pripomocek v
zivinoreji lahko doprinesla k zmanjSanju proizvodnih stroskov in povecevanju
presnovne ucinkovitosti, pripomogla k boljsi rasti in plodnosti, prepre¢evanju bolezni in
optimiziranju koristnih sestavin v mesu in mleku. Preko $tudij, ki preucujejo izrazanje
genov in preko profiliranja izrazanja genov na nivoju MRNA ali proteinov
nutrigenomika omogoca vpogled v mehanizme, ki vodijo fizioloske funkcije in v
njihovo regulacijo pri domacih zivalih (Cassar-Malek in sod., 2008).
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Slika 7: Primer uporabe orodij nutrigenomike v prehranski industriji z namenom povecevanja
ekonomskih koristi in izboljSevanja prehrane in zdravja ljudi (Brown in van der Ouderaa, 2007)
Figure 7: An example of the use of nutrigenomic tools in the food industry for economic benefits and to
improve human nutrition and health (Brown and van der Ouderaa, 2007)

2.4.3  Vpliv vitamina E na transkripcijo genov

Pomembno vlogo pri regulaciji transkripcije genov imajo antioksidanti. Delujejo lahko
kot signalne molekule in vplivajo na pomembne korake, ki so vpleteni v izrazanje
genov. S spreminjanjem aktivnosti transkripcijskih faktorjev lahko opazno spremenijo
mMRNA in koncentracije proteinov. Na izrazanje genov lahko vplivajo preko vezave na
celi¢ne receptorje in s spreminjanjem delovanja klju¢nih encimov, kot so fosfataze in
kinaze (Frank in sod., 2006).

Tokoferoli vplivajo na regulacijo velikega Stevila genov, delno preko regulacije
encimov protein kinaza C in fosfatidolinozitol 3-kinaza, delno pa neodvisno od njunega
delovanja. Gene, na katere vplivajo tokoferoli, lahko razdelimo v pet skupin. V prvi so
geni, ki so vpleteni v prevzem in degradacijo tokoferolov, v drugi geni, ki so povezani s
prevzemom mascob in aterosklerozo, v tretji geni vpleteni v modulacijo ekstracelularnih
proteinov, v Cetrti geni, ki so vpleteni v adhezijo in vnetja, v peti geni, ki vplivajo na
celi¢no signalizacijo in regulacijo celicnega cikla (Azzi in sod., 2004). Vitamin E je
vpleten v spremembe pri izrazanju genov, ki kodirajo molekule vpletene v
antioksidativno delovanje, na primer glutationa (Barella in sod., 2004), vpliva na
povisano izrazanje CYP (Sontag in Parker, 2002), na znizano izraZanje gena za
odstranjevalni receptor CD36 (Ricciarelli in sod., 2000) in odstranjevalni receptor A
(angl. scavenger receptor A), s ¢imer pripomore k unic¢enju oksidiranih lipoproteinov s
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pomoc¢jo makrofagov (Teupser in sod., 1999). Poleg tega vitamin E znizuje m-RNA
jetrnega kolagena (Chojkier in sod., 1998), vpliva na znizano izrazanje genov, ki so
vpleteni v klju¢ne korake biosinteze holesterola (Valastyan in sod., 2008) in tistih, ki
kodirajo molekule vpletene v celi¢ne cikle (De Pascale in sod., 2006). Poleg tega vpliva
na izrazanje genov, ki so povezani z vnetnimi procesi (Yoshikawa in sod., 1998). Rota
in sod. (2005) so pri preucevanju vloge vitamina E v hipokampusu pri podganah
ugotovili vpliv a-tokoferola na transkripcijo genov, ki omogocajo odstranjevanje
amiloida beta in s tem sklepali na funkcijo vitamina E pri prepre¢evanju razvoja
Alzheimerjeve bolezni. O znizano izrazenem genu za GCS in s tem na antioksidativno
obrambo pri pomanjkanju vitamina E porocajo Fischer in sod. (2001). Podobne
rezultate so dobili tudi Rimbach in sod. (2004), ki so preucevali izrazanje genov na
mRNA nivoju v jetrih podgan, ki so bile dalj casa izpostavljene pomanjkanju tega
vitamina.

Vecina raziskav se tudi na tem podro¢ju osredotoca na a-tokoferol, Studije ki so
preucevale vpliv y-tokoferola, so bile vecinoma izvedene na celi¢nih linijah, ki sluzijo
za preucevanje rakavih obolenj. y-Tokoferol je na primer vplival na povisano izrazanje
PPARY v celi¢nih linijah raka kolona bolj kot a-tokoferol (Campbell in sod., 2006). V
ov¢ji maternici sta obe obliki tokoferolov podobno vplivali na izrazanje gena za PPARy
(Kasimanickam R. K. in Kasimanickam V. R., 2011).
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3 MATERIAL IN METODE
3.1 PREHRANSKI POSKUS

Prehranski poskus smo opravili v poskusnem hlevu Katedre za prehrano, na Oddelku za
zootehniko Biotehniske fakultete. Vanj smo vkljucili 46 en dan starih piSCancev
provenience ROSS 308 in jih s poskusno krmo krmili do starosti 30 dni. Takrat smo
piscance zrtvovali in odvzeli vzorce krvi in tkiv za nadaljnje analize.

Piscanci so bili vhlevljeni v skupinske bokse. Temperatura zraka v prostoru na zacetku
je bila 30 °C, nato smo temperaturo do 21. dne postopoma zmanjSevali do 21 °C.
Pis¢anci so bili 16 ur na svetlobi in 8 ur v temi. Razdelili smo jih v pet skupin in jih
krmili s krmo sestavljeno pretezno iz pSenice in sojinih tropin z dodatkom 5 % masScobe
(Pregl. 4). Krmo smo zmeSali v meSalnici Oddelka za zootehniko pred zadetkom
poskusa in nato vsakih deset dni, jo hranili pri temperaturi -20 °C in dan pred
krmljenjem pri sobni temperaturi odtalili. Po mesanju smo odvzeli vzorce vsake krme in
jih shranili pri -20 °C.

V poskus smo vkljucili dve kontrolni skupini, in sicer negativno in pozitivho kontrolno
skupino (Kont-, N=10 in Kont+, N=10). Negativna kontrola je prejemala palmino mast,
ki ni podvrzena lipidni oksidaciji, saj vsebuje preteZzno nasiCene mascobne kisline
(NMK), Kont+ pa laneno olje, ki je zaradi visoke vsebnosti VNMK podvrzeno lipidni
oksidaciji. Zaradi visoke vsebnosti vitamina E v lanenem olju smo zaradi poznavanja
tocno doloCene koli¢ine tega vitamina vV Kkrmi, s pomocjo deodorizacije le-tega
odstranili. V ta namen smo olje zmesali s 15 % belilne zemlje, meSanico stresali na
stresalniku 3 ure, centrifugirali 5 min pri 2000 x g, nato olje odlili, prepihali z dusikom
in shranili pri -20 °C.

Kontrolni skupini sta dobili dodatek vitamina E, ki naj bi po priporo¢ilih NRC (1994)
zadostil osnovnim potrebam piS¢ancev pitancev, to je 10 IU/kg oziroma 10 mg/kg v
obliki a-tokoferil acetata. Ostale tri skupine so prejemale vecje koli¢ine vitamina E
(Pregl. 4). Skupina a (N=10) je dobila 100 IU, oziroma 67 mg/kg a-tokoferola v obliki
RRR-a-tokoferola (T3636, Sigma-Aldrich, Seelze, Nemcija), skupina y (N=8) 67 mg/kg
RRR-y-tokoferola (T1782, Sigma-Aldrich, Seelze, Nem¢ija), skupina a+y (N=8) njuno
kombinacijo (33,5 mg/kg RRR-o-tokoferola + 33,5 mg/kg RRR-y-tokoferola).
Tokoferole smo pred mesanjem raztopili v lanenem olju in jih nato zmesali v preostalo
krmno mesanico. PiS¢ancem smo krmili tri razliéne krmne meSanice, prirejene potrebam
piScancev glede na njihovo starost. Do 10. dneva starosti smo krmili Starter z dodatkom
premiksa za Starter, od 11. do 20. dneva smo krmili Starter z dodatkom premiksa za
grover in po 20. dnevu finiser z dodatkom premiksa za grover (Pregl. 5). Zivali so imele
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krmo in vodo vedno na voljo. V vzorcih krme, ki smo jih odvzeli pri meSanju, smo
dolo¢ili kemijsko in mas¢obnokislinsko sestavo ter vsebnost vitamin E (Pregl. 6).

Preglednica 4: Sestava krmnih meSanic ter vir dodane mascobe in vitamina E

Table 4: Feed composition and the source of fat and vitamin E

Kont- Kont+ o Y aty
Sestava krmne meSanice — $tarter (g/kg)
PSenica 545,5 545,5 545,5 545,5 545,5
Sojine tropine 353,8 353,8 353,8 353,8 353,8
Palmina mast 50 / / / /
Laneno olje / 50 50 50 50
Sol 3,3 3,3 3,3 3,3 3,3
CaCO; 15,9 15,9 15,9 15,9 15,9
MCaP 18,0 18,0 18,0 18,0 18,0
L-lizin 78,8 % 31 31 3,1 3,1 3,1
DL-metionin 98 % 3,8 3,8 3,8 3.8 3.8
Treonin 98 % 1,6 1,6 1,6 1,6 1,6
Premiks 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Kokcidiostatik - Na-monezin 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Sestava krmne meSanice — finiSer (g/kg)
PSenica 658 658 658 658 658
Sojine tropine 252 252 252 252 252
Palmina mast 50 / / / /
Laneno olje / 50 50 50 50
Sol 3,2 3,2 3,2 3,2 3,2
CaCO; 13,3 13,3 13,3 13,3 13,3
MCaP 13,7 13,7 13,7 13,7 13,7
L-lizin 78,8 % 1,5 1,5 15 1,5 1,5
DL-metionin 98 % 2,3 2,3 2,3 2,3 2,3
Treonin 98 % 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Premiks 5,0 5,0 5,0 5,0 5,0
Kokcidiostatik - Na-monezin 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6
Dodatek vitamina E (mg/kg)
a-tokoferil acetat 10 10 / / /
RRR-a-tokoferol / / 67 / 33,5
RRR-y-tokoferol / / / 67 33,5

Na koncu poskusa smo odvzeli vzorce krvi in tkiv za nadaljnje analize. Kri smo odvzeli
v razliéne vakuumske epruvete BD (Becton Dickinson and Company, ZDA). Vzorce
krvi za kometni test smo odvzeli v 2 ml epruvete z antikoagulantom EDTA, vzorce za
analize MDA in koncentracije vitamina E v 4 ml epruvete z antikoagulantom EDTA,
vzorce za analize merjenja antioksidativne kapacitete v mascobi topnih spojin (ACL) in
antioksidativne moc¢i redukcije zeleza (FRAP) ter dolocitev holesterola in trigliceridov v
krvi smo odvzeli v 4 ml epruvete z Li-heparinom. Po centrifugiranju (15 minut, 4
°C,1000 x @), smo plazmo prenesli v plasti¢ne 1,5 ml Eppendorf epruvete in jih do
analiz shranili na -70 °C.
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Preglednica 5: Sestava premiksa

Table 5: Premix composition
Starter Grover
Minerali
Cu (mg/kg) 16 16
I (mg/kg) 1,25 1,25
Fe (mg/kg) 40 40
Mn (mg/kg) 120 120
Se (mg/kg) 0,3 0,3
Zn (mg/kg) 100 100
Vitamini
A (1U/kg) 12000 10000
D3 (1U/kg) 5000 5000
K (mg/kg) 3 3
Biotin - B7 (mg/kg) 0,2 0,2
Folna kislina (mg/kg) 2 1,75
Tiamin - B1 (mg/kg) 3 2
Riboflavin - B2 (mg/kg) 8 6
Nikotinska kislina - B3 (mg/kg) 55 55
Pantotenska kislina - B5 (mg/kg) 13 13
Piridoksin - B6 (mg/kg) 5 4
Cianokobalamin - B12 (mg/kg) 0,02 0,02
Holin (mg/kg) 1600 1500

Pri zrtvovanju smo odvzeli vzorce jeter, prsne in stegenske miSice, srca, trebusne
mascobe in mozganov. Prsno in stegensko miSico smo razdelili na §tiri dele in jih hranili
pri razli¢nih pogojih:

® svezi,

e 6 dni v hladilniku (4 °C),

e 2 meseca Vv zamrzovalniku (-20 °C),

e 4 mesece v zamrzovalniku (-20 °C).

Vzorce smo shranili v PVC ZIP vrecke pri 70 °C. Posebej smo odvzeli tudi del jeter iz
katerega smo kasneje izolirali RNA.
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Preglednica 6: Kemijska analiza krmnih me$anic
Table 6: Chemical analysis of feed mixtures

Kont- Kont+ o Y oty
Kemijska analiza krmnih mesanic (g/kg)*
Suha snov 860 891 888 889 889
Surove beljakovine 188 194 198 198 196
Surove mascobe 63 61 62 62 62
Surova vlaknina 33 32 34 36 34
Surovi pepel 52 54 50 52 51
BrezdusSi¢ni izvleéek 525 550 544 543 546
Vsebnost vitamina E (mg/kg)
a-tokoferol 16,9 8,5 73,8 6,9 39,9
y-tokoferol 10,2 4,2 45 58,8 35,6
Prevladujoée mascobne kisline (% od skupnih maséobnih Kislin)
C16:0 37,7 8,9 8,7 8,8 8,7
C18:0 42,7 4,0 3,8 3,8 3,8
Ci18:1 3,6 18,9 19,0 19,0 19,0
C18:2n-6 12,5 26,5 26,3 26,5 26,5
C18:3n-3 1,3 40,5 41,0 40,8 40,8
NMK 82,4 13,6 13,2 13,2 13,2
ENMK 3,8 19,3 19,5 19,4 19,5
VNMK 13,8 67,1 67,4 67,4 67,3
n-3 VNMK 1,3 40,5 41,0 40,8 40,8
n-6 VNMK 12,5 26,5 26,3 26,6 26,5
n-3/n-6 VNMK 9,7 0,7 0,6 0,7 0,7

*Vrednosti predstavljajo povprecje rezultatov dveh analiz na vzorec
MK — mascobne kisline, NMK - nasi¢ene MK , ENMK - enkrat nenasi¢cene MK, VNMK - veckrat

nenasi¢ene MK

3.2 DOLOCANJE POSKODB DNA LIMFOCITOV — KOMETNI TEST
3.2.1 lzolacija limfocitov

Limfocite smo iz krvi piS¢ancev izolirali po modificirani metodi, ki smo jo povzeli po
Singhu (1997). Dvema mililitroma krvi smo dodali 2 ml RPMI-1640 medija in
mesanico previdno prelili v 14 ml centrifugirne epruvete, v katere smo ze prej
odpipetirali 1,25 ml Histopaque-1077. Po centrifugiranju (25 minut, 300 x g) smo dobili
dva locena sloja (slika 8). Plast, v kateri so se nahajali limfociti, smo prenesli v drugo
centrifugirno epruveto z 2,5 ml RPMI-1640 medija in ponovno centrifugirali (5 minut,
300 x g). Postopek smo dvakrat ponovili, nato pelet limfocitov, ki je ostal na dnu
epruvete, z vrtincnikom razbili in mu dodali LMP agarozo v razmerju 1 : 5.
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Slika 8: Izolacija limfocitov iz pis¢ancje krvi
Figure 8: Lymphocyte isolation from chicken blood

3.2.2 Kometni test

Kometni test smo izvedli po postopku, ki so ga opisali Singh in sod. (1988) z manj$imi
spremembami. Limfocite, ki smo jih izolirali iz krvi, smo vkljuéili v agarozne gele, Ki
smo jih pripravili na hrapavih objektnih stekelcih. Vzorec vsake Zivali smo pripravili v
dveh ponovitvah, poleg smo pripravili Se pozitivno kontrolo (kontrola pravilnega poteka
postopka) tako, da smo nekaj posebej v ta namen pripravljenih gelov za 3 minute
potopili v 10 uM raztopino H,0, v 10 mM PBS pri 4 °C. Po spiranju s PBS smo z njimi
ravnali po istem postopku kot z ostalimi geli.

Priprava gelov:

1. sloj: 400 pl 1 % NMP agaroze, raztopljene v 10 mM PBS. Razmaze smo preko noci
posusili pri sobni temperaturi.

2. sloj: na posusen prvi sloj smo nanesli 700 pl 0,6 % NMP agaroze (raztopljene v 10
mM PBS) in jo enakomerno nanesli s pritiskom na drugi, gladki objektnik. Gel smo 10
min utrjevali na ledeni ploSci.

3. sloj: 0,6 % LMP agarozo (raztopljena v 10 mM PBS) smo zmesali z izoliranimi
limfociti v razmerju 1 : 5 in jo shranili v vodni kopeli pri stalni temperaturi 37 °C. 500
ul te agaroze smo nanesli na drugi sloj gela in ponovno pokrili z gladkim objektnikom.
Gele smo ponovno utrjevali 10 min na ledeni plos¢i v temi.

4. sloj: za zadnji sloj gela smo pripravili 0,5 % LMP agarozo v 10 mM PBS,
temperirane na 37 °C in jo 500 pl nanesli na tretji sloj agaroze. Ponovno smo jo pokrili z
objektnikom in 10 min utrjevali na ledeni plos¢i v temi.

Za pripravo 1 | PBS raztopine potrebujemo 80 g NaCl, 2 g KCI, 2 g KH,PO,4in 11,5 g
Na,HPO,. Za pripravo delovne raztopine potrebujemo 100 ml osnovne raztopine PBS in
900 ml MQ.
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Alkalna liza:

Utrjenim gelom smo odstranili objektnik in jih za eno uro polozili v posodo s
pripravljeno raztopino, v kateri je potekala alkalna liza pri 4 °C. Za pripravo enega litra
raztopine za alkalno lizo potrebujemo: 69,6 g NaCl, 1,2 g NaOH, 5 g N-
lavrilsarkonizata, 100 ml DMSO in 1 ml Tritona X-100.

Elektroforeza:

Po alkalni lizi smo gele 3-krat v eni uri sprali z elektroforetskim pufrom, nato gele
polozili v elektroforetske kadi (Gel Electrophoresis Apparatus GNA-200, Pharmacia
Biotech), jih prelili z elektroforetskim pufrom in kadi prikljucili na izvor napetosti
Power Supply EPS 601. Pokrili smo jih z aluminijasto folijo, elektroforeza je potekala
20 min v temi pri napetosti 25 V in toku 300 mA.

Elektroforetski pufer: za pripravo pufra potrebujemo 10 M NaOH (4009/1000 ml
raztopine) in 1 M EDTA (372,2 ¢/1000 ml MQ). Za pripravo 1 | delovne raztopino v
MQ odpipetiramo 3 ml 10 M NaOH in 2 ml 1M EDTA in ohladimo na 4 °C.

Nevtralizacija:

Po koncani elektroforezi smo gele nevtralizirali s pomoc¢jo Tris-HCI pufra. Minigele
smo potopili v delovno raztopino in jih v temi namakali 15 minut. Pufer smo v tem ¢asu
3-krat zamenijali.

Osnovna raztopina 1M Tris HCI (121,1 g Trizma base/1000 ml MQ, s pomocgjo
koncentrirane HCI korigiramo na pH 7,5). Za pripravo delovne raztopine 400 ml 1M
Tris HCl zmesamo s 600 ml MQ.

Barvanje jedrne DNA:

Za barvanje jedrne DNA smo uporabili raztopino EtBr (osnovna raztopina vsebuje 10
mg EtBr/ml). Za pripravo delovne raztopine potrebujemo 80 pl osnovne raztopine v 400
mM Tris-HCl pufru (kon¢na koncentracija 2 pg/ml). Barvanje je potekalo 10 min v temi
pri 4 °C. Po koncanem barvanju smo gele 10 minut spirali v delovni raztopini Tris
pufra.

3.2.3  Mikroskopska analiza

Poskodbe jedrne DNA smo ovrednotili z uporabo fluorescen¢nega mikroskopa
(Olympus CH 50, Japonska) pri 200-kratni povecavi, pri ekscitacijski svetlobi valovnih
dolzin med 515 in 560 nm in emisijskem filtru 590 nm. Sliko smo s pomocjo
Hamamatsu Orca 2 kamere (Japonska) prenesli na racunalniski ekran in s programom
Komet 5 (Single Cell Gel Electrophoresis, Kinetic Imaging Ltd., 2000, VVB) ovrednotili
poskodbe jedrne DNA. Za ovrednotenje poSkodb DNA smo ocenili 100 naklju¢no
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izbranih celi¢nih jeder za vsako zival. Ocene smo statisti¢éno ovrednotili s posebej v ta
namen pripravljenimi makroji programa Microsoft Excel. Za ovrednotenje poskodb
DNA smo uporabili dva parametra: % DNA v repu kometa in repni moment po Olivu
(OTM). OTM (Olive, 1992), je izracunan kot razlika med centrom signala v repu in
glavi, pomnoZena z intenzivnostjo signala v repu deljena z intenzivnostjo celotnega
signala. OTM nima enot, pri vec¢jih vrednostih OTM so poskodbe DNA vecje. Nekateri
avtorji (Lee in sod., 2004) so mnenja, da je repni moment najboljsi parameter za
ocenjevanje poskodb DNA limfocitov.

L 3

Slika 9: Primer jedrne DNA limfocita, vidne pri mikroskopski analizi kometnega testa
Figure 9: The example of lymphocyte nuclear DNA seen by comet assay

33 ANTIOKSIDATIVNA KAPACITETA V MASCOBI TOPNIH SPOJIN
(ACL)

Antioksidativno kapaciteto v mascobi topnih spojin smo merili v krvni plazmi z
napravo PhotoChem (Analytic Jena, Jena, Nemcija). Pri tej metodi aparat generira
nastanek superoksidnih anionov, ki jih nevtralizirajo antioksidanti v vzorcu, presezni
superoksidni  anioni reagirajo z luminolom, pri Cemer se spro$€a svetloba
(kemiluminiscenca). Za kvantitativno dolo€itev vsebnosti antioksidantov v vzorcu, se
kot posledica te delne nevtralizacije uporablja inhibicija kemiluminiscen¢nega signala.
Antioksidativno kapaciteto v mascobi topnih spojin smo merili v krvni plazmi, pred
samim merjenjem smo morali aparat umeriti s standardnimi raztopinami, za kar smo
uporabili razli¢éne koncentracije troloxa (Analytic Jena, Jena, Nemcija). V plazmi smo
pred samim merjenjem oborili beljakovine (v 1,5 ml Eppendorf epruvete smo
odpipetirali 200 pl plazme in 200 pl metanola, dobro premesSali na vrtinéniku in
centrifugirali 10 minut pri 15000 x g in 4 °C). Pri analizi smo se drzali navodil
proizvajalca in uporabili reagente, ki so sestavni del kita.
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3.4 ANTIOKSIDATIVNA MOC REDUKCIJE ZELEZA (FRAP)

Antioksidativno moc¢ redukcije zeleza smo izmerili po postopku, ki sta ga opisala
Benzie in Strain (1996). Za izvedbo potrebujemo naslednje kemikalije:

e 300 mmol acetatni pufer - 3,1 g C,H3NaO, x 3H,O in 16 ml ocetne kisline
(CH3COOH) v 11 MQ (pH =3,6),

e 8 mmol TPTZ (2,4,6-tri[2-piridil]-s-triazin) (SIGMA T1253),

e 20 mmol zelezov klorid (Sigma F1513) - (540 mg FeClz x 6 H,O raztopimo v 100
ml MQ),

e FRAP raztopina: 25 ml acetatnega pufra, 2,5 ml TPTZ raztopine, 2,5 ml FeCl; x
6H,0,

e Standardna raztopina: 0,1 M FeSO4 x 7H,0 (278 mg v 10 ml MQ).

Princip merjenja antioksidativne mogi redukcije Zeleza temelji na redukciji Fe** v Fe?*
ob prisotnosti antioksidanta. Nastali Fe?* ioni ob prisotnosti TPTZ reagenta tvorijo
obarvan kompleks, ki doseze absorpcijski maksimum pri valovni dolzini 593 nm.
Umeritveno krivuljo smo narisali na podlagi merjenja absorbance petih standardnih
spojin (500, 250, 125, 62,5 in 31,25 uM) na spektrofotometru pri valovni dolzini 593
nm. Za merjenje FRAP smo v plasti¢no kiveto odpipetirali 900 pl FRAP raztopine,
pomerili absorbanco, nato dodali 100 ul vzorca, premesali in kinetiko merili 4,2 minute.

35 MASCOBNOKISLINSKA SESTAVA

Mascobnokislinsko sestavo smo dolog€ili v vzorcih prsne in stegenske misice ter v jetrih.
Analizo smo opravili po postopku, ki sta ga opisala Park in Goins (1994).

V postopku metilne estre mascobnih kislin po estrenju z metanolom in ekstrahiranju
nastalih metilnih estrov v heksan, lo¢imo s pomo¢jo plinske kromatografije. Na ta nacin
dolo¢imo mascobnokislinsko sestavo v vzorcu. Rezultat podamo kot masni delez
posamezne mascobne kisline (md, g posamezne mascobne kisline/100 g vseh
mascobnih kislin).

Vzorec smo zatehtali v epruvete z zamaskom, dodali 300 ul CH,CI; in 3 ml sveze
pripravljenega 0,5 M NaOH v metanolu. Epruvete smo prepihali z dusikom (tako smo
preprecili oksidacijo s kisikom iz zraka). Vsebino smo dobro premesali in segrevali 10
min pri 90 °C v termi¢nem bloku. Po segrevanju smo jih hitro ohladili pod teko¢o mrzlo
vodo in vanje dodali 3 ml 12 % BF3 v metanolu, ter ponovno prepihali z dusikom in
segrevali v termi¢nem bloku 10 minut pri temperaturi 90 °C. Epruvete smo ponovno
ohladili, nato vanje odpipetirali 3 ml deionizirane vode in 1,5 ml heksana. Metilne estre
mascobnih kislin smo po stresanju in centrifugiranju (10 min 2000 x g) ekstrahirali v
nepolarno topilo. S Pasteurjevo pipeto smo heksansko plast prenesli v steklenicke, v
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katerih smo vzorce hranili do analize. Pred esterifikacijo smo vzorcu dodali mas¢obno
kislino C19:0 kot interni standard. Za loCitev metilnih estrov smo uporabili plinski
kromatograf Agilent 6890 GC (Agilent, Santa Clara, ZDA), opremljen z avtomatskim
podajalnikom in FID detektorjem (Cas analize 54 min, volumen injiciranja 1 pl).
Uporabili smo kolono Omegawax 320 (30 m x 0,32 mm i.d. x 0.25 pum, Supelco
Bellefonte, ZDA).

3.6 KONCENTRACIJA MALONDIALDEHIDA

Malondialdehid je kon¢ni produkt oksidacije VNMK v organizmu in potemtakem
pokazatelj prisotnosti oksidacijskega stresa v organizmu, ki je posledica zauzivanja
vecjih koli¢in VNMK. Koncentracijo MDA smo dolo¢ili v vzorcih krvne plazme, v
jetrih ter v prsni in stegenski miSici. Malondialdehid v krvni plazmi smo dolo¢ili po
postopku, ki so ga opisali Wong in sod. (1987), spremenjenem po navodilih, ki so jih
predlagali Chirico (1994) in Fukunaga in sod. (1995). Malondialdehid v mesu in jetrih
smo analizirali po postopku, ki so ga opisali Vila in sod. (2002).

Za analizo smo uporabili HPLC. Umeritveno krivuljo za dolocanje MDA-TBA2
kompleksa smo pripravili s standardi TEP (1,1,3,3-tetraetoksipropan) v
koncentracijskem obmocju, odvisnem od koncentracije MDA v vzorcih.

3.6.1 Malondialdehid v krvni plazmi

V 1,5 ml Eppendorf epruvete smo odpipetirali:

e 100 ul 0,44 M raztopine H3PO,,
e 10 pul 0,2 % raztopine BHT v absolutnem etanolu,
e 100 pl plazme, standarda ali MQ (pri slepem vzorcu).

Pripravljene vzorce smo dobro premesali na vrtinéniku, pustili stati 15 min in dodali
300 pl absolutnega etanola. Vzorce smo dobro premesali in centrifugirali 15 minut pri
15000 x g in 4 °C. Standardov in slepih vzorcev nismo centrifugirali. Po centrifugiranju
smo v Hachove epruvete odpipetirali:

e 1,5ml 0,44 M raztopine H3zPOy,,
e 350 pl centrifugiranega vzorca,

e 500 pl 0,6 % raztopine TBA in

e 900 ul MQ.

Epruvete smo zaprli s teflonskim trakom in pokrovcki, premesali in za 60 minut
postavili v grelni termostatski blok pri 95 °C. Po segrevanju smo vzorce hitro ohladili v
ledeni kopeli in prefiltrirali z uporabo 5 ml brizg in 0,2 um filtrov (GRACE, ZDA) v 2
ml viale za avtomatski vzor¢evalnik.

33



Tomazin U. Vloga a- in y-tokoferola v presnovi in antioksidacijski za$¢iti pri pis¢ancih.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehni$ka fakulteta, 2014

3.6.2 Malondialdehid v miSicah in jetrih

Vzorce miSic smo homogenizirali z Grindomixom GM200 (Retsch GmbH and Co.,
Haan, Nemcija). Vzorce jeter smo zmesali z MQ v razmerju 1:1 in jih homogenizirali s
pomoc¢jo naprave Ultraturax (Vibra, Slovenija). V 2 ml Eppendorf epruvete smo
zatehtali 300 mg homogeniziranega vzorca (meso, jetra, MQ pri slepem vzorcu) in
dodali 1,5 ml 2,5 % TCA. MeSanico smo dobro premesali na vrtinniku, pustili stati 10
min in nato centrifugirali 15 minut pri 15000 x g in 4 °C. Standardov in slepih vzorcev
nismo centrifugirali. Pri analizi MDA v stegenski miSici smo zaradi velike vsebnosti
mascobe dodali 0,75 ml heksana, v katerem se je ta raztopila in jo po centrifugiranju
odstranili. V Hachove epruvete smo nato odpipetirali:

e 1 ml centrifugiranega vzorca,
e 1mlMQ,
e 15ml 0,6 % raztopine TBA.

Postopek po centrifugiranju je enak kot pri analizi MDA v krvni plazmi.

Za doloc¢evanje MDA-TBA2 kompleksa smo uporabili HPLC, v ta namen smo uporabili
aparat Waters Alliance 2690 in Waters 474 Scanning fluorescen¢ni detektor (ZDA).
Rezultate smo ovrednotili s programsko opremo Millenium32 Chromatography
Manager (Waters, ZDA). Za locevanje smo uporabili kolono HyperClone 5 um ODS
(C18) 120A, 4,6 x 150 mm; Phenomenex Inc., ZDA) in pripadajoco predkolono C18
ODS (4 mm x 3 mm; Phenomenex Inc., ZDA). Pri analizi vzorcev krvne plazme in jeter
smo injicirali 50 pl, pri analizi vzorcev mesa pa 20 ul pripravljene raztopine.
Retencijski ¢as kompleksa MDA-TBAZ2 je bil v povpre¢ju 3,2 minute, za analizo enega
vzorca smo potrebovali 6 min, pretok mobilne faze je znasal 1 ml/min. Kolona je bila na
sobni temperaturi, vzorci v avtomatskem vzor¢evalniku na 4 °C. Mobilna faza je bila
sestavljena iz 65 % 50 mM KH,PO, pufra (pH = 6,9) in 35 % metanola. pH pufra smo
uravnali s pomo¢jo 1 M raztopine KOH. Da bi odstranili morebitne necistoc¢e, smo
pufer prefiltrirali skozi filter z 0,45 pm porami z uporabo vakuumske sesalne buce. Pred
uporabo smo v mobilni fazi s pomocjo ultrazvo¢ne kopeli odstranili zraéne mehurcke.

3.7 ANALIZA VITAMINA E

Koncentracijo vitamina E smo doloc¢ili v vzorcih plazme, jeter, prsne in stegenske
miSice, trebuSne mascobe, srca in mozganov. Metodo, ki smo jo uporabili, so
podrobneje opisali Abidi in Mounts (1997) in Rupérez in sod. (2001). Za dolocitev smo
uporabili HPLC z uporabo kolone Luna 5u PFP(2) (100A 250 % 4.6 mm; Phenomenex
Inc., Torrance, ZDA). Pri uporabi te kolone je mozna tudi locitev - in y-tokoferola.
Mobilna faza je bila sestavljena iz 95 % metanola in 5 % MQ, pretok mobilne faze je bil
1,2 ml/min. Rezultate smo ovrednotili z racunalniskim programom Millenium32
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Chromatography Manager (Waters, Milford, ZDA). Za pripravo osnovnega standarda
smo uporabili set tokoferolov (Tocopherol set 613424, Calbiochem, Merck KGaA,
Darmstadt, Nemcija), s koncentracijo 0,5 g¢/l. Pripravili smo jih v heksanu, ki je
vseboval 0,03 % BHT, da bi preprecili oksidacijo. Standarde smo hranili pri -70 °C.
Pred samo analizo smo pripravili delovne standarde s koncentracijo 2,5 ppm za
posamezen tokoferol.

3.7.1  Vitamin E v krvni plazmi

Analize smo opravljali v dveh ponovitvah za en vzorec. V Hachove epruvete smo
odpipetirali 250 pl plazme, 250 ul MQ in 1,5 ml etanola, ki je vseboval 0,03 % BHT.
Ko smo vsebino premesali, smo dodali 1,5 ml heksana in epruvete stresali 10 minut. Po
centrifugiranju (10 minut, 5000 x g, sobna temperatura) smo 1 ml heksanske faze
prenesli v c¢isto Hachovo epruveto in pod Sibkim tokom duSika heksan odparili.
Preostanek smo raztopili v 1 ml etanola, premesali in vzorce prenesli v viale za HPLC
avtomatski vzorcevalnik.

3.7.2  Vitamin E v tkivih

Vitamin E v vzorcih prsne in stegenske misSice, jeter in srca smo dolocevali po enakem
postopku. Edina razlika je bila v nafinu homogenizacije, saj smo vzorce miSic
homogenizirali s pomocjo tekocega dusika v Grindomixu GM200 (Retsch GmbH and
Co., Haan, Nemcija), vzorce jeter in srca pa smo zmesali z MQ v razmerju 1 : 1 in jih
homogenizirali z Ultraturaxom (Vibra, Slovenija). V Hachove epruvete smo zatehtali
priblizno 300 mg homogeniziranega vzorca, dodali 250 ul MQ in 2 ml etanola, ki je
vseboval 0,03 % BHT. Vsebino smo premesali, dodali 2 ml heksana, stresali 10 minut
in centrifugirali (10 minut, 5000 x g, sobna temperatura). Po centrifugiranju smo
heksansko fazo prenesli v drugo epruveto, heksan odpihali pri Sibkem toku dusika in
dodali etanol, v katerem se je preostanek raztopil.

Za analizo vitamina E v ma$cobi smo 500 mg vzorca homogenizirali skupaj s heksanom
(2,5 ml), nato 1 ml homogenata prenesli v Hachovo epruveto, dodali 0,5 ml etanola (z
0,03 % BHT), 0,5 ml MQ in 1,5 ml heksana. Vsebino smo premesali, stresali 10 minut
in centrifugirali 15 minut pri 500 x g in sobni temperaturi. En mililiter heksanske faze
smo prenesli v drugo epruveto, prepihali z duSikom, in preostanek raztopili v 1,5 ml
etanola ter prenesli v viale za avtomatski vzor¢evalnik.

Za dolocitev vitamina E v moZganih, smo moZgane stehtali, homogenizirali skupaj z 2
ml heksana, nato 0,5 ml homogenata prenesli v Hachovo epruveto, dodali 0,5 ml etanola
(z 0,03 % BHT), 0,5 ml MQ in 1 ml heksana. Po stresanju in centrifugiranju (postopek
je enak kot pri drugih tkivih), smo 1 ml heksanske faze prenesli v drugo epruveto,
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prepihali z dusikom in preostanek raztopili v etanolu. VVzorce smo filtrirali z uporabo 5
ml brizg in 0,2 um filtrov (GRACE, Deerfield, ZDA) v 2 ml viale z vstavljenim
insertom (zaradi manjse koliine vzorca) za avtomatski vzorCevalnik.

3.8 HOLESTEROL IN TRIGLICERIDI

Koncentracije skupnega holesterola in trigliceridov v plazmi smo doloc¢ili z
avtomatskim biokemijskim analizatorjem RX-Daytona z uporabo kita CH 3810 za
analizo holesterola in kita TR 3823 za analizo trigliceridov v krvni plazmi.

3.9 ANALIZA JETRNEGA TRANSKRIPTOMA
3.9.1 lzolacija RNA iz jeter pis¢ancev in analiza mikromrez

Vzorce jeter, odvzetih za izolacijo RNA, smo zamrznili v teko¢em dusiku in jih shranili
pri —70 °C. Vzorce smo uprasili s pomoc¢jo Bessman Tissue Pulveriserja iz nerjavecega
jekla (Spectrum Europe, Breda, Nizozemska). Upraseni vzorec smo homogenizirali v
TRIzol reagentu (T9424, Sigma-Aldrich, Seelze, Nemcija) s homogenizatorjem (Ultra-
Turrax T8 homogenizer, IKA Labortechnik, Nemcija). Homogenizator smo po
uprasevanju vsakega vzorca ocistili z MQ, ki je bila tretirana z DEPC, nato z 0,2 M
NaOH, ponovno z DEPC vodo in na koncu s TRIzol reagentom. Po homogeniziranju
smo vzorce prenesli v ¢iste Eppendorf epruvete jih centrifugirali (10 min, 12000 x g pri
4 °C), nato smo supernatant prenesli v nove epruvete in dodali 300 pl kloroforma.
Mesanico smo 15 sekund stresali in jo nato inkubirali 3 minute pri sobni temperaturi.
Nato smo vzorce centrifugirali (15 min, 12000 x g pri 4 °C). Vodno fazo smo
odpipetirali v novo epruveto, dodali 700 pl izopropanola, stresali 20 sekund in 10 minut
inkubirali pri sobni temperaturi. VVzorce smo nato ponovno centrifugirali (10 min, 12000
x g pri 4 °C). Na koncu centrifugiranja smo supernatant zavrgli in preostanek ponovno
centrifugirali (1 min, 12000 x g pri 4 °C). Preostanek supernatanta smo zavrgli. Peletu,
ki je ostal na dnu centrifugirke, smo dodali 1 ml 75 % EtOH-DEPC in neZno stresali 15
sekund. Na vrtin¢niku smo razbili pelet in ga centrifugirali (5 min, 7500 X g, 4 °C). Po
centrifugiranju smo etanolni supernatant odlili, na kratko centrifugirali in odstranili Se
preostanek supernatanta ter vzorce pustili nekaj Casa na zraku, da je odhlapel Se
morebitni preostanek etanola. RNA smo raztopili v 200 ul H,O-DEPC, tako da smo
vzorce 10-15 minut inkubirali v termobloku na 65 °C. Vmes smo epruvete veckrat
pretresli. Na koncu smo vzorce RNA ohladili na ledu in jih shranili pri -80 °C.

Z napravo Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies Inc., Santa Clara, ZDA)

smo izmerili kvaliteto RNA oziroma dolo¢ili t.i. integriteto RNA. RIN vrednosti za
vzorce so bile med 8,9 in 9,3, kar kaze na visoko kakovost izolirane RNA.
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Po stiri vzorce RNA iz vsake poskusne skupine smo nakljuc¢no izbrali za analizo
izrazanja genov na Cipih Affymetrix GeneChip® Chicken Genome Array (900592,
Affymetrix, Santa Clara, ZDA). Pripravo RNA, hibridizacijo in branje podatkov so
opravili na institutu Roslin v Edinburghu (Skotska) po standardnem protokolu
Affymetrix-a (Affymetrix GeneChip® Expression Analysis Technical Manual).
Normalizacijo podatkov in statisticno analizo (ANOVA) smo opravili v programu
Partek Genomics Suite (Partek Inc., St. Louis, ZDA). Za statisticno znacilno razli¢ne
smo smatrali gene, pri katerih p-vrednost ni presegla 0,05 in razmerje v izrazanju gena
med dvema skupinama ni bilo nizje od 1,2. Za nadaljnjo bioinformati¢no analizo smo
seznam genov prenesli v program Ingenuity Pathways Analysis Software (Ingenuity
Systems, Redwood City, ZDA) v katerem smo preucili razmerja, mehanizme delovanja,
funkcije in presnovne poti, v katerih sodelujejo geni, ki so bili med skupinami razli¢no
1Zzrazeni.

3.9.2  Potrditev podatkov mikromrez (RT-gPCR)

Statisti¢no znalilne izrazene gene med poskusnimi skupinami smo analizirali Se z
metodo RT-qPCR. Osredotocili smo se na razli¢no izrazene gene med skupinama Kont-
in Kont+, ter gene, ki so bili razli¢no izrazeni pri skupinah a, y in a+y glede na Kont+.
Za postopek smo uporabili RNA, ki smo jo izolirali iz jeter po zgoraj opisanem
postopku. Za analizo RT-gPCR smo od skupne RNA odvzeli 1 pg vzorca, ki smo jo
pomnozili S pomoc¢jo DNAze 1 in obratno prepisali s SuperScript® VILO™
cDNA Synthesis kitom (Invitrogen). PCR v realnem ¢asu smo opravili na detekcijskem
sistemu LightCycler 480 SYBR Green | Master upostevajo¢ navodila proizvajalca
(Roche, Mannheim, Nemcija). Za oblikovanje oligonukleotidnih zacetnikov smo
uporabili programsko opremo Primer3 (Rozen in Skaletsky, 2000). PCR smo opravili
po naslednjem postopku: pri 95 °C 10 minut, nato pri 95 °C 10 sekund, pri 60 °C 30
sekund, nato pri 72 °C 5 sekund v 38 ciklih s korakom disociacije pri 60 do 95 °C.
Relativno izrazena razmerja smo dolo¢ili po postopku, ki so ga opisali Vandesompele in
sod. (2002). Za interne referencne gene smo uporabili stabilno izrazene gene RPLA4,
RPLPO, PPIB in EIF2A. Seznam oligonukleotidnih zacetnikov, ki smo jih uporabili v
analizi PCR, je prilozen v prilogi 1.

3.10 STATISTICNA OBDELAVA

3.10.1 Statisticna obdelava fenotipskih podatkov

Za statisticno obdelavo smo uporabili programski paket SAS/STAT (SAS 8e, 2000,
ZDA). Normalnost porazdelitve podatkov smo testirali s proceduro UNIVARIATE, s

proceduro MEANS smo izracunali statisticne parametre. Za obdelavo podatkov s
statisticnim modelom smo uporabili proceduri GLM (General Linear Models) in
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MIXED, kjer smo poleg sistematskih vkljucili tudi vpliv zivali kot naklju¢ni vpliv.
Razlike med skupinami smo ovrednotili s pomocjo linearnih kontrastov in Tukey-evega
testa. Razlike smo smatrali za statisti¢no znacilne pri P<0,05. Za statisti¢cno obdelavo
smo uporabili razli¢cne modele. V najbolj enostaven model smo kot vpliv vkljucili vpliv
skupine. Na ta na¢in smo obdelali naslednje spremenljivke:

- Prirast

- Zauzivanje krme

- Konverzija krme

- Podatki kometnega testa - OTM in % DNA v repu kometa

- Delezi mas€obnih kislin v jetrih ter prsni in stegenski miSici
- MDA v krvni plazmi in jetrih

- Rezultati analiz FRAP in ACL

- Koncentracija holesterola in trigliceridov v krvni plazmi

Statisti¢ni model za nastete spremenljivke:
Yij=u+S+ e

Si= vpliv i-te skupine; i=1,2,3,4,5

ejj = ostanek

Ker smo koncentracijo MDA v prsni in stegenski miSici dolo€ili v vzorcih, ki so bili
shranjeni na razli¢ne nacdine, smo v model poleg vpliva skupine vkljucili tudi vpliv
nadina shranjevanja (svezi, shranjeni 6 dni v hladilniku pri 4 °C, shranjeni 2 ali 4
mesece v zamrzovalniku pri -20 °C) in interakcijo med obema vplivoma.

Statisti¢ni model za koncentracijo MDA v prsni in stegenski miSici:
Yiim = +S8;+ Hj + SH;j + ap + ey

Si= vpliv i-te skupine; i=1,2,3,4,5

H; = vpliv j-tega nacina shranjevanja; j =1, 2, 3, 4

SH;j = interakcija med S; in H;

ayx = vpliv zivali

gjjl = ostanek
Koncentracijo a- in y-tokoferola smo izmerili v krvni plazmi in razli¢nih tkivih (jetra,

srce, prsna in stegenska miSica, abdominalna masc¢oba, mozgani), zato smo poleg vpliva
skupine v model vkljucili tudi vpliv tkiva in interakcijo med njima.
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Statisti¢ni model za koncentracijo a- in y-tokoferola v krvni plazmi in razli¢nih tkivih
Yijo = u + 85+ T; + STij + ax + ey

Si= vpliv i-te skupine; i=1, 2, 3,4,5

Tj=vpliv j-tega tkiva; j =1, 2, 3,4,5,6, 7

STij= interakcija med S; in T;

ax= vpliv zivali

gijl = ostanek
3.10.2 Statisticna obdelava podatkov pridobljenih z analizo mikromrez

Za statisti¢no analizo podatkov, ki smo jih pridobili z analizo mikromrez, smo uporabili
proceduro ANOVA, s pomocjo katere smo opravili normalizacijo in statisti¢no analizo
podatkov. Za to smo uporabili program Partek Genomics Suite (Partek Inc., St. Louis,
ZDA\). Za statisti¢no znacilno izrazene smo smatrali gene, ki so bili med skupinami vsaj
1,2-krat razli¢no izrazeni pri P <0,05. Za nadaljnjo bioinformati¢no analizo smo podatke
nalozili v program Ingenuity Pathways Analysis Software (Ingenuity Systems,
Redwood City, ZDA), v katerem smo preucili povezave, mehanizme, funkcije in
presnovne poti, v katerih sodelujejo geni, ki so bili med skupinami razli¢ni izraZeni. Pri
analizi smo se osredotoc¢ili na razlike med obema kontrolnima skupinama (Kont+ v
primerjavi s Kont-) in na razlike med skupinami, ki so prejemale dodatek obeh
tokoferolov in njuno kombinacijo v primerjavi s pozitivno kontrolno skupino (a, y in
a+y v primerjavi s Kont+).
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4 REZULTATI

4.1 PROIZVODNI REZULTATI

Pis¢anci so bili tekom poskusa zdravi, pogina nismo zabelezili. Skupina, ki je prejemala
palmino mast, je zauzila vecje koli¢ine krme (slika 10), razlik v prirastu med razli¢nimi
skupinami ni bilo (slika 11). Posledi¢no je bila konverzija krme pri skupini Kont- slabsa
(slika 12).
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Slika 10: Zauzivanje krme pri piS¢ancih po poskusnih skupinah
Figure 10: Chicken feed consumption among treatment groups
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Slika 11: Prirast pri pis¢ancih po poskusnih skupinah
Figure 11: Chicken weight gain among treatment groups
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Slika 12: Konverzija krme pri pi§¢ancih po poskusnih skupinah
Figure 12: Feed consumption ratio among treatment groups

4.2 MASCOBNOKISLINSKA SESTAVA PRSNE IN STEGENSKE MISICE
TER JETER

Najvedji vpliv na razlike v masc¢obnokislinski sestavi prsne in stegenske misice ter jeter
je imelo krmljenje razlicnih virov mascob, na kar kaze primerjava skupin Kont- in
Kont+ (Pregl. 7, 8, 9). Negativna kontrolna skupina (Kont-) je kot dodatek prejemala
palmino mast, katere sestava se je odrazala v sestavi masc¢obe v tkivih. Delezi NMK in
enkrat nenasi¢enih mascobnih kislin (ENMK) so bili pri tej skupini ve¢ji kot pri vseh
ostalih skupinah. Te so prejemale dodatek lanenega olja, zato je bil delez VNMK v teh
skupinah vecji. Razlik med skupinami, ki so prejemale laneno olje, ni bilo, razen pri
delezu dolgoveriznih VNMK (C20:5 n-3 — EPA in C22:6 n-3 — DHA) v stegenski
misici. Deleza teh dveh mascobnih kislin sta bila pri skupini, ki je prejemala 67 mg/kg
y-tokoferola v primerjavi s pozitivno kontrolno skupino vecja (Pregl. 8).
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Preglednica 7: Mas¢obnokislinska sestava prsne misice (md, g posamezne MK/100g vseh mascobnih

Table 7: lI;I:;r;)t muscle fatty acid composition (wt, g of each fatty acid/100 g of all fatty acids)
Kont- Kont+ a Y at+y p-vrednost SEM
C18:1n-9 34,79°  26,10° 25,96 2449°  2577° <0,001 0,64
C18:2 n-6 12,62  1549° 15,25° 14,82°  1522° <0,001 0,35
C18:3n-3 0,62° 13,89" 13,38" 12,56° 13,64 <0,001 0,92
C20:4 n-6 3,11° 1,65° 1,78 1,95% 1,82° <0,001 0,18
C20:5n-3 0,49 2,49 2,61° 3,07 2,64 <0,001 0,20
C20:6 n-3 0,64° 1,26° 1,38° 1,53° 1,30 <0,001 0,10
NMK 36,96°  29,92° 30,11° 31,05 30,04 <0,001 0,66
ENMK 42,18"  30,09° 30,02 28,49  29,89° <0,001 0,76
VNMK 20,86°  39,57° 40,16° 40,46° 40,08 <0,001 0,59
n-3 VNMK 2,24° 21,50° 21,34° 22,02°  2161° <0,001 0,48
n-6 VNMK 18,58 18,47 18,51 18,43 18,45 0,995 0,51
n-6/n-3 8,33 0,87 0,87 0,84° 0,86° <0,001 0,09
DV VNMK 7,40° 10,37° 11,72° 12,87°  10,97° <0,001 0,75
n-6 DV VNMK 5,79 2,90 3,40 3,55 3,15% <0,001 0,29
n-3 DV VNMK 1,61° 7,47° 7,81° 9,32 7,82 <0,001 0,56
DV n-6/n-3 3,60° 0,39 0,41° 0,38 0,40° <0,001 0,03
ps 0,57 1,34° 1,33° 1,31° 1,34° <0,001 0,04

MK — mas¢obne kisline, NMK - nasi¢ene MK, ENMK - enkrat nenasi¢ene MK, VNMK - veckrat
nenasi¢ene MK, DV — dolgoveriZzne, ps — peroksidno $tevilo
% _ Jsmean vrednosti, oznacene z razli¢nimi érkami se znotraj vrstic razlikujejo pri P<0,05
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Preglednica 8: Mas¢obnokislinska sestava stegenske misice (md, g posamezne MK/100g vseh ma$¢obnih

kislin)

Table 8: Thigh muscle fatty acid composition (wt, g of each fatty acid/100 g of all fatty acids)

Kont- Kont+ o Y aty p-vrednost SEM
C18:1 n-9 39,04° 30,49°  30,03° 28,93° 30,117 <0,001 0,55
C18:2n-6 10,022 15,35° 15,41° 15,92° 15,52° <0,001 0,32
C18:3n-3 0,75° 21,39°  21,87° 21,99° 21,62° <0,001 0,38
C20:4 n-6 0,912° 0,364°  0,402° 0,453°  0,452% <0,001 0,059
C20:5 n-3 0,10 0,55° 0,56 0,70° 0,67 <0,001 0,04
C20:6 n-3 0,11° 0,24° 0,32 0,39° 0,28 <0,001 0,03
NMK 38,08° 25,04° 24,62° 25,10° 24,55° <0,001 0,46
ENMK 48,20° 35,69°  35,34° 33,75°  35,26° <0,001 0,71
VNMK 12,57° 39,27°  40,04° 41,16° 40,19° <0,001 0,74
n-3 VNMK 1,118 23,13  23.84° 24,29° 23,73" <0,001 0,43
n-6 VNMK 11,40° 16,08° 16,14° 16,82° 16,41° <0,001 0,36
n-6/n-3 10,41° 0,70° 0,68° 0,69° 0,69" <0,001 0,07
DV VNMK 1,69° 2,21%® 2,28%® 2,91° 2,71° <0,001 0,17
n-6 DV VNMK 1,39° 0,66° 0,67 0,82° 0,81° 0,004 0,07
n-3 DV VNMK 0,29° 1,47° 1,61 2,09° 1,90 <0,001 0,12
DV n-6/n-3 4,66° 0,43 0,42 0,39 0,43 <0,001 0,13
ps 0,33 1,57° 1,63° 1,65° 1,64° <0,001 0,05

MK — mas¢obne kisline, NMK - nasi¢ene MK, ENMK - enkrat nenasi¢ene MK, VNMK - veckrat
nenasi¢ene MK, DV — dolgoveriZzne, ps — peroksidno $tevilo
% _ Jsmean vrednosti, oznacene z razli¢nimi érkami se znotraj vrstic razlikujejo pri P<0,05
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Preglednica 9: Mas¢obnokislinska sestava jeter (md, g posamezne MK/100g vseh mas&obnih kislin)

Table 9: Liver fatty acid composition (wt, g of each fatty acid/100 g of all fatty acids)

Kont- Kont+ a Y at+y p-vrednost ~ SEM
C18:1 n-9 24,45P 14,60° 18,95° 17,19° 18,51% 0,021 2,21
C18:2n-6 16,36 16,89 15,19 15,97 15,42 0,573 0,89
C18:3n-3 0,38° 7,80 8,11° 6,91 6,27° <0,001 0,77
C20:4 n-6 8,98" 3,69° 3,34° 3,65° 3,50° <0,001 0,55
C20:5 n-3 0,01 0,48° 0,37° 0,43 0,40° <0,001 0,59
C20:6 n-3 1,78° 4,93° 4,04° 4,56° 4,28° <0,001 0,40
NMK 39,40° 37,002 36,61° 37,26°  38,05% 0,004 0,64
ENMK 28,69" 16,63% 21,45 19,66°  21,04% <0,001 1,87
VNMK 31,01% 46,36° 41,94° 43,08  40,91° <0,001 1,86
n-3 VNMK 3,65 24,09° 22,11° 21,93  20,54° <0,001 1,04
n-6 VNMK 28,21° 22,25° 19,80° 21,12%  20,34° <0,001 1,05
n-6/n-3 8,08° 0,93 0,90 0,98 1,00 <0,001 0,27
DV VNMK 14,718 21,41° 18,35% 19,94°  18,08* 0,003 1,38
n-6 DV VNMK 11,50° 5,28 4,53 5,07 4,85 <0,001 0,54
n-3 DV VNMK 3,22° 16,14° 13,82° 14,88°  14,14° <0,001 0,97
DV n-6/n-3 3,69° 0,33 0,33 0,35 0,35 <0,001 0,10

MK — mas¢obne kisline, NMK - nasi¢ene MK, ENMK - enkrat nenasi¢ene MK, VNMK - veckrat
nenasicene MK, DV — dolgoverizne
® _ Ismean vrednosti, oznaCene z razli¢nimi érkami se znotraj vrstic razlikujejo pri P<0,05
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4.3 VITAMIN E V KRVNI PLAZMI IN TKIVIH
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Slika 13: Koncentracija a-tokoferola v krvni plazmi in tkivih med poskusnimi skupinami
Figure 13: Plasma and tissue a-tocopherol concentration among treatment groups

Koncentracijo vitamina E smo merili v krvni plazmi in razli¢nih tkivih: jetrih, prsni in
stegenski miSici, srcu, trebuSni mas€obi in mozganih. Na locenih slikah so prikazane
razlike v koncentraciji a- in y-tokoferola med posameznimi poskusnimi skupinami (sliki
13 in 15) in med posameznimi tkivi (sliki 14 in 16). Pri metodi, ki smo jo uporabili za
analizo koncentracije vitamina E, se sicer analizira tudi koncentracijo - in 6-tokoferola,
vendar so bile vsebnosti teh dveh oblik pod mejo detekcije, zato rezultati niso prikazani.

Koncentracija a-tokoferola v plazmi in v tkivih se je povecevala v skladu s
povecevanjem vsebnosti a-tokoferola v krmi (slika 13). Najvec¢jo koncentracijo smo
izmerili v skupini a, sledila je skupina a+y, koncentracija v obeh kontrolnih skupinah in
v skupini, ki je prejemala samo y-tokoferol, je bila majhna. Razlike v koncentraciji a-
tokoferola med posameznimi tkivi so bile velike (slika 14). Ce se osredoto¢imo na
skupino, ki je prejemala najve¢jo koli¢ino a-tokoferola (o)), lahko vidimo, da je bila
koncentracija a-tokoferola najvecja v sréni miSici, sledijo jetra, stegenska miSica,
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trebusna mascoba in krvna plazma. Najmanj a-tokoferola smo dolo¢ili v prsni miSici in
v mozganih. Podobne razlike lahko opazimo pri skupini, ki je prejemala kombinacijo
obeh tokoferolov. Razlike v koncentraciji a-tokoferola v skupini y in v obeh kontrolnih
skupinah so bile majhne, trend je bil podoben kot pri skupinah o in a+y (slika 14).
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Slika 14: Koncentracija a-tokoferola v krvni plazmi in tkivih znotraj posamezne poskusne skupine
Figure 14: a-Tocopherol concentration in plasma and tissues within each treatment group
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Slika 15: Koncentracija y-tokoferola med poskusnimi skupinami v krvni plazmi in tkivih
Figure 15: y-Tocopherol concentration among treatment groups in plasma and tissues

Koncentracija y-tokoferola tako v plazmi kot v tkivih je bila v primerjavi z o-
tokoferolom majhna (slika 15). Najvecje koncentracije smo dolo¢ili v obeh skupinah, ki
sta prejemali dodatek y-tokoferola, med njima razen v prsni misic ni bilo razlik (slika
15). Koncentracije v ostalih treh skupinah so bile manjse, med seboj se niso razlikovale.
Kar se tice razlik med posameznimi tkivi, je bila koncentracija najveéja v trebusni
mascobi, nekoliko manjSa v sréni in stegenski miSici, sledita plazma in jetra ter prsna
misica pri skupini y, najmanjSe vsebnosti so bile V mozganih (slika 16).

Pri testiranju modela za koncentracijo obeh tokoferolov v plazmi in tkivih smo uporabili
proceduro za testiranje meSanega modela (PROC MIXED), pri ¢emer smo upostevali
vpliv skupine, tkiva in interakcijo med tema vplivoma kot sistematske vplive in vpliv
zivali kot nakljucni vpliv. Pri obeh oblikah tokoferolov so bili vsi sistematski vplivi
statisticno znacilni (Pregl. 10).
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Slika 16: Koncentracija y-tokoferola v krvni plazmi in tkivih znotraj posamezne poskusne skupine
Figure 16: y-Tocopherol concentration in plasma and tissues within each treatment group

Preglednica 10: Statisti¢ni parametri pri ovrednotenju vplivov na koncentracijo vitamina E v plazmi in

tkivih
Table 10: Statistical parameters at the evaluation of effects on vitamin E concentration in plasma

and tissues

a-tokoferol y-tokoferol

P-vrednost — skupina <0,001 <0,001
P-vrednost — tkivo <0,001 <0,001
P-vrednost — skupina*tkivo <0,001 <0,001
SEM 2,11 0,13

*SEM - standardna napaka povprecja
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Slika 17: Koncentracija skupnega holesterola in trigliceridov v plazmi
Figure 17: Plasma total cholesterol and triglyceride concentration

Krmljenje razlicnih virov maScobe ni vplivalo na koncentracijo holesterola in
trigliceridov v krvni plazmi (slika 17), saj med kontrolnima skupinama nismo opazili
razlik. Koncentracija trigliceridov je ostala nespremenjena tudi pri vseh treh skupinah,
ki so prejemale a- ali y-tokoferol ter njuno kombinacijo, pove¢ano koncentracijo
plazemskega holesterola smo izmerili pri skupinah a in a+y.
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4.5 POKAZATELJI OKSIDACIJSKEGA STRESA in vivo
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Slika 18: Koncentracija malondialdehida (MDA) v jetrih in krvni plazmi
Figure 18: Liver and plasma malondialdehyde (MDA) concentration

Zaradi zauzivanja krme z dodanim lanenim oljem (Kont+) se je povecal obseg lipidne
oksidacije v organizmu. Koncentracije MDA so bile ve¢je v skupini Kont+ kot v Kont-
(slika 18). Zaradi dodatka 67 mg/kg a-tokoferola in kombinacije a- in y-tokoferola v
krmo se je koncentracija MDA v plazmi zmanjsala, vendar ne na popolnoma isto raven
kot pri skupini Kont-. Dodatek samo y-tokoferola ni vplival na zmanjSanje MDA v
krvni plazmi. V jetrih se je vsebnost MDA zmanjSala samo pri skupini, ki je prejemala
kombinacijo obeh tokoferolov (slika 18). Pri tej skupini je bila koncentracija MDA
enaka kot pri negativni kontrolni skupini.

45.2 Poskodbe DNA limfocitov

Rezultati kometnega testa so predstavljeni kot delez DNA v repu kometa in kot OTM.
Ta je izracunan kot razlika med centrom v repu kometa in centrom v glavi kometa, ki je
pomnoZena z intenzivnostjo signala v repu, vse skupaj deljeno z intenzivnostjo
celotnega kometa (Olive, 1992). Delez DNA v repu kometa se med skupinami ni
razlikoval, medtem ko je bil OTM pri vseh treh skupinah, ki so prejemale dodatek
tokoferolov manjsi, kar nakazuje na manjse poskodbe DNA pri teh treh skupinah. Med
kontrolnima skupinama tudi pri OTM ni bilo razlik (slika 19).
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*OTM - repni moment po Olivu, definiran kot razlika med centrom v repu in centrom v glavi kometa,
pomnozeno z intenzivnostjo signala v repu in vse skupaj deljeno z intenzivnostjo celotnega kometa (Olive
in sod., 1992)

Slika 19: Poskodbe DNA limfocitov, predstavljene kot delez DNA v repu kometa in OTM
Figure 19: Lymphocyte DNA damage presented as percentage of tail DNA and OTM
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* FRAP — antioksidativna mo¢ redukcije Zeleza (nmol FeSO4/ml), ACL — antioksidativna kapaciteta v
mascobi topnih spojin (ekvivalenti troloksa)

Slika 20: Antioksidativna kapaciteta krvne plazme merjena kot FRAP in ACL
Figure 20: Antioxidative capacity of blood plasma measured as FRAP and ACL
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Antioksidativna kapaciteta v masc¢obni topnih antioksidantov se med kontrolnima
skupinama ni razlikovala. Zaradi dodatka 67 mg/kg a-tokoferola v krmo se je povecala
antioksidativna kapaciteta merjena kot ACL, saj je bila antioksidativna kapaciteta v
mascobi topnih spojin v skupini a najvecja, sledila je skupina o+y, medtem ko se pri
skupini y ACL ni povecala (slika 20). Isti trend smo zasledili pri metodi FRAP (slika
20).

4.6 LIPIDNA OKSIDACIJA V PRSNI IN STEGENSKI MISICI

MDA v prsni miSici (nmol/g)

Svezi 6 dni 2 meseca 4 mesece

Shranjevanje

OKont- MKont+ Bo By Oaty

¢ _ stolpci, oznadeni z razli¢nimi &rkami, se razlikujejo znotraj posameznega nacina shranjevanja pri
P<0,05

*6 dni — shranjeni 6 dni v hladilniku, 2 meseca — shranjeni 2 meseca pri —20 °C, 4 mesece — shranjeni 4
mesece pri —20 °C

Slika 21: Koncentracija malondialdehida (MDA) v prsni miSici shranjeni na razliéne nadine — razlike med
skupinami
Figure 21: Malondialdehyde (MDA) concentration in breast muscle stored under different conditions —
differences among groups

Koncentracijo MDA v prsni in stegenski miSici smo dolocili v vzorcih, ki so bili
shranjeni pri razli¢nih pogojih, in sicer v svezih vzorcih, vzorcih, ki so bili shranjeni 6
dni v hladilniku (4 °C), ter dva in §tiri mesece v zamrzovalniku (-20 °C). Pri statisti¢ni
obdelavi smo v statisti¢éni model vkljucili skupino in nacin shranjevanja. Za lazji prikaz
rezultatov so na loCenih slikah prikazane razlike med posameznimi poskusnimi
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skupinami in med posameznimi nacini shranjevanja. Statisticne znacilnosti za
posamezne vplive so predstavljene posebej v preglednici 11.

Zaradi krmljenja lanenega olja se je tako v prsni kot v stegenski misici pri vseh pogojih
shranjevanja povecal obseg oksidacije masc¢ob. To lahko trdimo na podlagi vecjih
koncentracij MDA pri Kont+ v primerjavi s Kont- (sliki 21 in 23). V vecini primerov je
dodatek 67 mg/kg a-tokoferola zmanjsal nastajanje MDA Vv prsni (slika 21) in stegenski
miSici (slika 23), v nasprotju z y-tokoferolom. Pri tej skupini dodatek iste koli¢ine y-
tokoferola razen v svezi prsni miSici ni bil ucinkovit. Kombinacija obeh oblik je
zmanjSala nastajanje MDA, vendar ne do take mere kot se je to pokazalo pri skupini a
(sliki 21 in 23). Shranjevanje je vplivalo na povecano oksidacijo mascobe pri vzorcih
prsne miSice iz skupine vy, Ki so bili shranjeni 6 dni v hladilniku in 2 meseca v
zamrzovalniku (slika 22), in pri vzorcih stegenske miSice shranjenih 4 mesece v
zamrzovalniku pri skupinah Kont+ in a (slika 24). Interakcija med naéinom
shranjevanja in skupino je bila znacilna v prsni misici (Pregl. 11).

bc

MDA v prsni misici (nmol/g)

Kont- Kont+ o b oty

Skupina

OSvezi M6dni @2 meseca W4 mesece

¢ _ stolpci, oznadeni z razli¢nimi &rkami, se razlikujejo znotraj posamezne skupine pri P<0,05
*6 dni — shranjeni 6 dni v hladilniku, 2 meseca — shranjeni 2 meseca pri —20 °C, 4 mesece — shranjeni 4
mesece pri —20 °C

Slika 22: Koncentracija malondialdehida (MDA) v prsni miSici shranjeni na razli¢ne naéine — razlike po
pogojih shranjevanja
Figure 22: Malondialdehyde (MDA) concentration in breast muscle stored under different conditions —
differences among storage conditions
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abe stolpci, oznaceni z razli¢nimi ¢rkami, se razlikujejo znotraj posameznega nacina shranjevanja pri
P<0,05

*6 dni — shranjeni 6 dni v hladilniku, 2 meseca — shranjeni 2 meseca pri —20 °C, 4 mesece — shranjeni 4
mesece pri —20 °C

Slika 23: Koncentracija malondialdehida (MDA) v stegenski misici shranjeni na razliéne nacéine — razlike
med skupinami
Figure 23: Malondialdehyde (MDA) concentration in thigh muscle stored under different conditions —
differences among groups
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¢ _ stolpci, oznadeni z razlidnimi érkami, se razlikujejo znotraj posamezne skupine pri P<0,05
*6 dni — shranjeni 6 dni v hladilniku, 2 meseca — shranjeni 2 meseca pri —20 °C, 4 mesece — shranjeni 4
mesece pri —20 °C

Slika 24: Koncentracija malondialdehida (MDA) v stegenski misici shranjeni na razli¢ne nacine — razlike
po pogojih shranjevanja
Figure 24: Malondialdehyde (MDA) concentration in thigh muscle stored under different conditions —
differences among storage conditions

Preglednica 11: Statisti¢ni parametri pri ovrednotenju vplivov na koncentracijo malondialdehida v prsni
in stegenski miSici shranjenih na razli¢ne nac¢ine

Table 11: Statistical parameters for the evaluation of effects on malondialdehyde concentration in
breast and thigh muscle stored under different conditions
Prsa Stegno
P-vrednost — skupina <0,01 <0,01
P-vrednost — shranjevanje <0,01 <0,01
P-vrednost — skupina*shranjevanje <0,01 0,09
SEM 0,68 0,48
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4.7 ANALIZA JETRNEGA TRANSKRIPTOMA

Rezultati analize mikromrez so pokazali veliko Stevilo razli¢no izrazenih genov med
posameznimi poskusnimi skupinami, osredotocili smo se na razlike med skupinama
Kont+ in Kont- in na razlike med skupinami, ki so prejele dodatek vitamina E v
primerjavi s pozitivno kontrolo (o proti Kont+, y proti Kont+ in a+y proti Kont+). Za
loCeno primerjavo smo se odlocili, ker na razlike v izrazanju genov med kontrolnima
skupinama vpliva predvsem krmljenje razli¢nih virov mas¢obe (laneno olje v primerjavi
s palmino mastjo), na razlike v izrazanju genov med pozitivno kontrolno skupino in
skupinami, ki so prejele razlicne oblike vitamina E, pa delovanje tega vitamina.

Ko smo primerjali skupini Kont- in Kont+ je bilo razli¢no izrazenih 1157 anotiranih
genov. Upostevali smo gene, pri katerih je bila razlika v izraZanju statisticno znacilna
(P<0,05) in vecja od 1,2. Pri presnovnih poteh, v katerih je bilo znacilno izrazeno ve¢
genov, smo obravnavali tudi tiste, katerih statisti¢na znacilnost je bila nekoliko manjsa.
Pri teh genih je P-vrednost podana dodatno. Pri primerjavi skupin a in Kont+ je bilo
razli¢no izrazenih 594 genov. Pri primerjavi skupin y in Kont+ je bilo razli¢no izrazenih
888, pri primerjavi skupin a+y in Kont+ pa 1127 genov. Vennov diagram na sliki 25
prikazuje Stevilo genov, ki so bili med skupinami razli¢no izrazeni. Dvainpetdeset
genov je takih, ki so bili zna¢ilno razli¢no izrazeni pri vseh Stirih primerjavah skupin.

avs Kont+ (594) oty vs Kont+ (1127)

v vs Kont+ (888) Kont-vs Kont+ (1157)

Slika 25: Vennov diagram, ki prikazuje $tevilo razli¢no izrazenih genov med poskusnimi skupinami
Figure 25: Venn diagram of genes differentially expressed among experimental groups
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Ko smo primerjali gene, ki so bili razli¢no izrazeni med skupinama Kont+ in Kont-,
smo ugotovili, da so razli¢no izrazeni predvsem geni, ki sodelujejo pri presnovi mas¢ob
(slika 26, Pregl. 12) in holesterola (slika 27, Pregl. 12), ter geni, ki so povezani z
oksidacijskim stresom (slika 28, Pregl. 12). Ker so te presnovne poti najbolj zanimive
glede na zasnovo raziskave, smo se pri razpravi osredotocili na njihovo obravnavo. V
preglednici 12 in toplotnih grafih so tako predstavljeni geni, ki so bili razli¢no izraZeni
pri analizi mikromrez, za gene, ki smo jih analizirali s pomoc¢jo RT-qPCR, so v
preglednici 12 podane tudi razlike in statisti¢ne znacilnosti dobljene pri tej analizi.
Ceprav je pri RT-qPCR statisti¢na zna¢ilnost za nekatere gene nekoliko manjsa, lahko
opazimo podobne smernice v izrazanju teh genov pri obeh vrstah analize.

DIO3
PCK]
GALE
PDK4
DUSPI6
HMGCL vrednost
PPARA
SIRTI

LPINI -

CPTIA

x< -4

4<x<-25
25<x<0
0<x<1.,5

Gen

1,5<x<2)5
25<x <35

ADIPOO

PPARGC14
HNF44
SREBF2
MIDIIFPI
ANGPL3
CYP2C45
DIO2

x>35

T T T T

Kont- a v ooty
Slika 26: Toplotni graf, ki prikazuje razli¢no izrazene gene, vpletene v presnovo mas¢ob v primerjavi s

Kont+
Figure 26: Heat map showing differentially expressed genes involved in fat metabolism relative to Kont+

Statisti¢na znacilnost rezultatov pri RT-qPCR je bila nekoliko slabsa tudi pri genih, ki
so bili razli¢no izrazeni, ko smo primerjali skupine, ki so dobivale dodatek vitamina E
(o, v in aty) v primerjavi s Kont+. Kljub temu je raven izrazenosti primerljiva s tisto, ki
smo jo dobili pri analizi mikromreZ. Pri primerjavi teh skupin s pozitivno kontrolno
skupino smo ugotovili, da je razlicno izrazenih precej genov, ki so vpleteni v presnovo
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mascob (slika 26, Pregl. 13, 14, 15). Pri skupini o je bilo znizano izrazeno kar nekaj
genov, ki so vpleteni v biosintezo holesterola (slika 27, Pregl. 13), medtem ko pri
skupinah vy in a+y takega vpliva nismo ugotovili. Pri vseh treh skupinah je bilo razli¢no
izrazeno tudi nekaj genov, ki so povezani z oksidacijskim stresom (slika 28, Pregl. 13,
14, 15), v skupinah y in a+y tudi tistih, ki so povezani z vnetnimi procesi in imunostjo

(slika 29, Pregl. 14, 15).

PP4ARA
CETP
SREBF2 -
LSS

IDI1

HMGCR «

Gen

FDPS

NSDHL -

DHCR7

FDFTI

SOLE

Kont- o v ooty

vrednost

Slika 27: Toplotni graf, ki prikazuje razli¢no izrazene gene, vpletene v presnovo holesterola v primerjavi

s Kont+

Figure 27: Heat map showing differentially expressed genes involved in cholesterol metabolism relative

to Kont+
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Slika 28: Toplotni graf, ki prikazuje razli¢no izrazene gene, vpletene v regulacijo oksidacijskega stresa v

primerjavi s Kont+

Figure 28: Heat map showing differentially expressed genes involved in regulation of oxidative stress
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Slika 29: Toplotni graf, ki prikazuje razli¢no izrazene gene, povezane z vnetnimi procesi in imunostjo v

primerjavi s Kont+

Figure 29: Heat map showing differentially expressed genes involved in regulation of oxidative stress

relative to Kont+
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Preglednica 12: Razlike v izrazanju genov med skupinama Kont+ in Kont-
Table 12: Differences in gene expression between groups Kont+ and Kont-

Gen - simbol Razlika v izraZanju — Razlika v izraZanju —-RT-gPCR*
mikromreze

Geni vpleteni v presnovo maséob

DIO3 -20,03 -16,88 (P=0,09)
CYP2C45 10,01 18,03 (P=0,11)
DIO2 8,80

PCK1 -7,11

LPIN1 4,30

PDK4 -4,28 -4,15 (P=0,03)
GALE 4,12 -6,17 (P=0,08)
DUSP16 -3,52 2,46 (P=0,02)
HNF4A 3,15 2,02 (P=0,26)
MID1IP1 2,64

HMGCL -2,48 -2,15 (P=0,19)
PPARGC1A 1,64

PPARA -1,58 -1,37 (P=0,20)
SREBF2 1,40 (P=0,07)

Geni vpleteni v presnovo holesterola

SIK1 -4,82 -4,64 (P=0,05)
FDFT1 4,43 5.92 (P=0,17)
HMGCR 1,82

Geni povezani z oksidacijskim stresom

OSGIN1 4,32 3,76 (P=0,01)
COQ10B -3,02 —2,91 (P=0,03)
ATF4 2,00

NFE2L2 1,73

PIK3R1 1,86 1,72 (P=0,06)

* samo za gene potrjene z RT-qPCR
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Preglednica 13: Razlike v izrazanju genov med skupinama a in Kont+
Table 13: Differences in gene expression between groups o and Kont+

Gen - simbol Razlika v izraZanju — Razlika v izraZanju —
mikromreze RT-qPCR*

Geni vpleteni v presnovo maséob

DIO3 4,70 4,10 (P=0,10)

PCK1 4,65

DIO2 -4,15 (P=0,07)

GALE 3,30 4,10 (P=0,06)

CYP2C45 -3,23 -3,52 (P=0,22)

PDK4 3,20 2.30 (P=0,04)

ANGPTL3 -2,56

DUSP16 2,24 1,30 (P=0,55)

HNF4A -1,90 -1,59 (P=0,43)

MID1IP1 -1,85 (P=0,07)

HMGCL 1,85 2,3 (P=0,21)

SREBF2 -1,74

PPARA 1,72 1,12 (P=0,45)

SIRT1 1,45

ADIPOQ 1,35

Geni vpleteni v presnovo holesterola

SIK1 4,13 3,1 (P<0,01)

SQLE -3,75

FDFT1 -2,92 -4,02 (P=0,21)

DHCR? 2,64

NSDHL -2,60

FDPS -2,43

HMGCR -2,38

IDI1 -2,28

LSS -2,23

SCP2 1,89

CETP -1,53

Geni povezani z oksidacijskim stresom

GSTA3 -1,93

COoQ10B 1,75 1,5 (P=0,35)

GSTO1 -1,39

GSTM2 -1,38

PIK3R1 -1,36 (P=0,07) -1,5 (P=0,09)

Geni, povezani z vnetnimi procesi in imunostjo

ICER 2,93

IL12B 2,11

* samo za gene potrjene z RT-qgPCR
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Preglednica 14: Razlike v izrazanju genov med skupinama vy in Kont+
Table 14: Differences in gene expression between groups y and Kont+

Gen - simbol Razlika v izraZanju — Razlika v izraZanju —
mikromreze RT-qPCR*

Geni vpleteni v presnovo mascob

DIO3 6,78 4,88 (P=0,24)

CPT1A 5,99 1,01 (P=0,97)

PCK1 5,79

DIO2 -5,37

PDK4 3,80 3,30 (P=0,10)

DUSP16 2,37 1,88 (P=0,07)

GALE 2,20 (P=0,09) 1,70 (P=0,25)

HMGCL 1,98 1,41 (P=0,37)

MID1IP1 -1,88 (P=0,08)

PPARGC1A 1,53

PPARA 1,51 1,12 (P=0,45)

HNF4A -1,37 -1,71 (P=0,34)

ADIPOQ 1,31 (P=0,06)

Geni vpleteni v presnovo holesterola

SIK1 2,46 (P=0,08) 2,91 (P=0,32)

Geni, povezani z oksidacijskim stresom

COoQ10B 2,93 2,66 (P=0,03)

PIK3R1 -1,83 -1,93 (P=0,02)

GSTO1 1,40

HMOX1 -1,30

Geni, povezani z vnetnimi procesi in imunostjo

FST 2,91 2,63 (P=0,08)

ICER 2,89

NFKBIA 2,64

AOC3 1,91

IL12B 1,86

RSFR -1,76 -2,20 (P=0,10)

IRF8 -1,76

INHBA ~1,65 (P=0,09)

TLR2-2 -1,61

LY96 -1,57

IRF1 -1,35

IRF4 -1,32

IRF10 -1,28

IRF2 1,22

* samo za gene potrjene z RT-gPCR
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Preglednica 15: Razlike v izrazanju genov med skupinama a+y in Kont+
Table 15: Differences in gene expression between groups a+y and Kont+

Gen - simbol Razlika v izraZanju — Razlika v izraZanju —
mikromreze RT-gPCR*

Geni vpleteni v presnovo mascob

DIO3 10,63 7,61 (P=0,03)

PCK1 8,90

DIO2 -6,63

PDK4 4,63 3,64 (P<0,01)

CPT1A 3,97 1,08 (P=0,82)

GALE 3,72 3,17 (P<0,01)

DUSP16 2,92 2,26 (P=0,02)

HMGCL 2,51 1,89 (P=0,08)

PPARGC1A 1,96

MID1IP1 -1,87 (P=0,07)

ADIPOQ 1,41

PPARA 1,58 1,10 (P=0,51)

HNF4A -1,30 —2,90 (P=0,14)

Geni vpleteni v presnovo holesterola

SIK1 3,00 2,56 (P=0,04)

Geni, povezani z oksidacijskim stresom

COoQ10B 3,24 2,64 (P=0,01)

ATF4 -2,00

PIK3R1 -1,88 -1,95 (P=0,02)

NFE2L2 -1,53

HMOX1 -1,28

Geni, povezani z vnetnimi procesi in imunostjo

NFKBIA 3,81

ICER 3,74

FST 3,46 3,11 (P<0,01)

AOC3 2,04

INHBA -1,87

IRF8 -1,54 (P=0,09)

RSFR ~1,47 (P=0,06) ~1,78 (P=0,18)

TLR2-2 —1,38 (P=0,06)

IRF2 1,34

IRF10 -1,22

* samo za gene potrjene z RT-qPCR
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5 RAZPRAVA

5.1 VPLIV RAZLICNIH VIROV MASCOBE TER o- IN y-TOKOFEROLA NA
OKSIDACIJSKI STRES V ORGANIZMU

Pis¢anci pitanci so v intenzivnih pogojih reje pogosto izpostavljeni oksidacijskemu
stresu. Ta je lahko posledica delovanja zunanjih dejavnikov ali razli¢nih bolezenskih
stanj, oksidacijski stres se pogosto pojavi tudi zaradi zauzivanja krme, ki vsebuje velik
delez VNMK. Dodajanje n-3 VNMK se uporablja z namenom pridobivanja
funkcionalne hrane, saj tako meso vsebuje vecji delez esencialnih mascobnih kislin, ki
jih v prehrani ¢loveka primanjkuje. Kot povzeto v preglednem ¢lanku A. P. Simopoulos
(1999) so masc¢obne kisline s tremi nenasi¢enimi vezmi nujno potrebne za normalno rast
in razvoj in igrajo pomembno vlogo pri prepreevanju in zdravljenju sréno-zilnih
bolezni, visokega krvnega tlaka, sladkorne bolezni in ostalih vnetnih in avtoimunskih
bolezni. Prehrana v zahodnem svetu je bogata predvsem z n-6 VNMK, tako da znaSa
razmerje med njimi in n-3 VNMK celo 20 do 30 : 1, kar gre pripisati predvsem
manjSemu zauzivanju rib in krmljenju zivali z industrijsko pripravljeno krmo, Ki
vsebuje velike koli¢ine n-6 VNMK. Zaradi zauzivanja velikih koli¢in n-6 VNMK se
tvorijo predvsem eikozanoidi in njihovi presnovni produkti (prostaglandini, levkotrieni,
tromboksani, hidroksi mascobne kisline, lipoksini) iz arahidonske kisline (C20:4 n-6).
Ti v primeru, ko je njihova tvorba prevelika, povzro¢ajo nastanek strdkov in ateromov
ter vodijo v razvoj alergijskih in vnetnih stanj. V nasprotju imajo n-3 VNMK ugodne
ucinke na preprecevanje bolezni. n-3 in -6 VNMK imajo tako nasprotujoce si lastnosti,
saj iz njih nastajajo razli¢ni eikozanoidi. Krmljenje n-6 VNMK modelnim zivalim je na
primer povzroc¢ilo nastajanje tumorjev, medtem ko je krmljenje iste koli¢ine n-3 VNMK
preprecilo njihovo tvorbo (Duplus in sod., 2000).

Vecina raziskav je sicer preucevala u¢inke mascobnih kislin, ki se nahajajo v ribjem
olju (EPA in DHA). Ti dve mascobni kislini se v procesih elongacije in desaturacije
tvorita iz a-linolenske kisline (C18:3 n-3), ta se nahaja predvsem v zelenih listih in
lanenem, repi¢nem in orehovem olju. V prehrani je pomembno predvsem razmerje med
zauzitimi maS¢obnimi Kislinami z n-6 oziroma n-3 nenasi¢enimi vezmi, ki naj bi bilo po
priporocilih avtorice 1-4:1 (Simopoulos, 1991). Ker n-3 VNMK vsebujejo tri
nenasi¢ene vezi med ogljikovimi atomi, so bolj dovzetne za poSkodbe zaradi delovanja
oksidantov. Zato se v krmo dodaja vitamin E, ki je eden najpomembnejSih
antioksidantov, ki prepreCuje vzpostavitev verizne reakcije lipidne peroksidacije. V
krmo se dodajajo velike koli¢ine vitamina E v obliki a-tokoferola. Ker veliko krmil, ki
se uporabljajo v prehrani perutnine vsebuje velike koli¢ine y-tokoferola, smo se odlo¢ili
za raziskavo, v kateri smo primerjali u¢inek slednjega v primerjavi z a-tokoferolom,
hkrati pa preucevali kako deluje kombinacija obeh oblik.
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Malondialdehid je spojina, ki se pogosto uporablja za dolocanje lipidne oksidacije v
organizmu, saj nastaja kot sekundarni produkt oksidacije VNMK v organizmu (Vossen
in sod., 2011). Tudi v nasi raziskavi smo ugotovili, da krmljenje lanenega olja, bogatega
z VNMK povecuje nastajanje MDA. Koncentracije MDA v plazmi, jetrih in miSicah SO
bile v skupini, ki je prejemala laneno olje, ve¢je kot v skupini, ki je prejemala palmino
mast. Tudi razlike v mascobnokislinski sestavi jeter in miSic med kontrolnima
skupinama so v skladu s prejSnjimi raziskavami, v katerih so ugotovili, da se
mascobnokislinska sestava krme odraza v mascobnokislinski sestavi tkiv (An in sod.,
1997; Nam in sod., 1997; Narciso-Gatyan in sod., 2010). Delez naloZenih dolgoveriznih
n-3 mascobnih kislin (EPA in DHA) je bil vecji v prsni kot v stegenski miSici, kar so
ugotovili ze O'Keefe in sod. (1995), ki so poudarili, da zaradi vecje celokupne vsebnosti
teh mascobnih kislin v stegnu, prsna miSica ni nujno tudi ve¢ji vir le-teh, saj je potrebno
upostevati vsebnost mascob, ki je po navadi vecja v stegenski miSici. Pri merjenju
antioksidacijske kapacitete krvne plazme med kontrolnima skupinama v nasi raziskavi
ni bilo razlik, saj sta obe prejeli minimalno koli¢ino vitamina E, ki zado$¢a le za
pokritje osnovnih potreb (NRC, 1994), nikakor pa ne zadosca za pokritje vseh potreb
piscancev, ki so izpostavljeni intenzivnim pogojem reje. V nasi raziskavi sicer ni prislo
do razlik v prirastu med poskusnimi skupinami, prav tako so bile zivali zdrave. V
skupini, ki je kot vir mascobe prejemala palmino mast, je bilo zauzivanje krme vecje,
posledi¢no je bilo izkoris¢anje krme pri tej skupini slabse. Lauridsen in sod. (1997) so
ugotovili, da je absorpcija NMK manjsa kot absorpcija VNMK, kar je najverjetneje tudi
vzrok za slabso konverzijo pri pis¢ancih, ki so prejemali palmino mast.

Kometni test je preprosta metoda, s katero merimo poskodbe DNA (Duthie in sod.,
2002). Poskodovana DNA se pri elektroforezi razvije, pri tem nastane tako imenovan
rep, ki skupaj z neposkodovano DNA tvori videz kometa. V samem protokolu minigele
izpostavimo fluorescentnemu barvilu, komete nato zaznamo s pomoc¢jo fluorescentnega
mikroskopa (Olive in sod., 1990).

Limfociti, ki jih izoliramo iz krvi, sluzijo kot priroen material, ki se Ze dolgo uporablja
za preucevanje poSkodb DNA in zmoZnost njihovega popravljanja v humanih poskusi
(Duthie in sod., 2002), nase predhodne raziskave (Pajk in sod., 2006; Franki¢ in sod.,
2008; Volj¢ in sod., 2011) so pokazale njihovo uporabnost tudi v zivalskih raziskavah.
Zaradi krmljenja lanenega olja je prislo do povecanja poskodb DNA v primerjavi s
kontrolnimi skupinami (Volj¢ in sod., 2011), ki so prejemale vir NMK. V nasi raziskavi
razlika v stopnji poskodb DNA med skupinama, ki sta prejemali krmo z razli¢no vrsto
mascobe (palmina mast v primerjavi z lanenim oljem) sicer ni bila statisti¢no znacilna,
je pa bil OTM v skupini Kont- manjsi, kar kaze na manjSo stopnjo poskodb DNA pri
piScancih iz te skupine.
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Primerjava vrednosti OTM med Kont+ in skupinami, ki so prejemale dodatek vitamina
E (a, vy, aty), je pokazala manjSo stopnjo poskodb DNA limfocitov pri vseh treh
skupinah, ki so prejemale dodatek vitamina E. Repni moment po Olivu se sicer
uporablja kot kompleksen parameter za ocenjevanje poskodb DNA in je izra¢unan kot
razlika med srednjo vrednostjo deleza DNA v repu in v glavi, pomnoZena z delezem
DNA v repu kometa. Po mnenju Oliva in sod. (1992) naj bi bil boljsi pokazatelj
prisotnosti oksidativnega stresa kot delez DNA v repu oziroma v glavi kometa. V tem
smislu se zdi zanimivo, da je delovanje vy-tokoferola priSlo do izraza le pri
prepre¢evanju poskodb DNA limfocitov, saj se pri ostalih parametrih, ki smo jih
uporabili za merjenje oksidacijskega stresa ni izkazal kot u¢inkovit. Razlog za ta pojav
bi bilo mogoce pripisati veéji retenciji y-tokoferola v limfocitih. V $tudiji Jianga in
Amesa (2003) so pri podganah ugotovili pomembno vlogo y-tokoferola pri
preprecevanju vnetja. Na mestu vnetja so izmerili manjSo koncentracijo eikozanoidov
PGE; in LTB4 v primerjavi s skupino, ki je prejemala a-tokoferol, kar nakazuje na
protivnetno vlogo y-tokoferola. Zanimiv je tudi rezultat, ki kaze, da y-tokoferol vpliva
na mascobnokislinsko sestavo tkiv. V stegnu smo vecje deleze dolgoveriznih mas¢obnih
kislin zasledili v skupini, ki je prejemala dodatek y-tokoferola. Ker y-tokoferol sicer ni
imel vloge pri preprecevanju oksidacije mascob v organizmu, ne moremo trditi, da je to
posledica zmanjSane oksidacije mascobnih kislin, kot sta to za a-tokoferol predlagala
Surai in Sparks (2000).

Pri merjenju antioksidacijskega statusa v krvni plazmi s pomocjo metod ACL in FRAP
in obsega lipidne oksidacije z merjenjem koncentracije MDA v krvni plazmi se y-
tokoferol ni izkazal kot ucinkovit. Nasprotno je dodatek a-tokoferola v krmo uspel
zmanjSati koncentracijo MDA v krvni plazmi in povecati njeno antioksidativno
kapaciteto. Ceprav se FRAP metoda uporablja predvsem za merjenje antioksidativne
kapacitete v vodi topnih antioksidantov, saj temelji na moci redukcije Zeleza in Fe** v
Fe?* obliko, ta reakcija pa je po naravi hidrofilna (Yeum in sod., 2004), so bile vrednosti
pri skupini, ki je prejemala 67 mg/kg o-tokoferola, ve€je. Kar se tiCe merjenja
antioksidativne kapacitete v mascobi topnih antioksidantov (ACL), so do podobnih
ugotovitev pri piscancih prisli Volj¢ in sod. (2011). Vrednosti FRAP in ACL se pri
skupini, ki je prejemala kombinacijo obeh oblik niso razlikovale od ostalih skupin, kar
nakazuje na delno ucinkovitost kombinacije a- in y-tokoferola in najverjetneje odraza
vsebnost o-tokoferola v krvni plazmi. Ta se je namre¢ povecevala z naraSCanjem
vsebnosti te oblike v krmi. Koncentracija MDA v plazmi je bila pri skupini o+y
primerljiva s koncentracijo, ki smo jo izmerili pri skupini a, v jetrih je bila u€inkovitost
celo vecja, saj se je koncentracija MDA zmanjSala le v tej skupini. O interakciji
delovanja med a- in y-tokoferolom sta porocala ze Bieri in Poukka Evarts (1974b), ki
sta ugotovila, da je pojavnost nekroze jeter pri podganah, ki so prejemale kombinacijo
teh dveh tokoferolov, manjsa kot pri skupini, ki je prejemala samo a-tokoferol.
Tomasch in sod. (2001) so v §tudiji, v katero je bilo vklju¢enih 28 moskih prostovoljcev
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sklepali na sinergisti¢no delovanje med tema dvema oblikama vitamina E. Preucevali so
antioksidativno delovanje a- in y-tokoferola, pri ¢emer so ugotovili, da kljub vecjemu
razmerju med nenasi¢enimi in NMK v koruznem olju v primerjavi z meSanico olivnega
in son¢ni¢nega olja (4,2 : 1,2), ni bilo razlik v antioksidativni kapaciteti plazme in LDL
med preucevanima skupinama. Avtorji so tak ucinek pripisali sinergisticnemu delovanju
a- in y-tokoferola, saj je koruzno olje vsebovalo znatno vecje koli¢ine y-tokoferola.

Kot smo ze omenili, se je koncentracija a-tokoferola v krvni plazmi, jetrih in miSicah
povecevala sorazmerno s koli¢ino a-tokoferola v krmi. Do podobnih rezultatov so prisli
tudi drugi raziskovalci, ki so ugotovili, da se z dodajanjem a-tokoferola v krmo
povecuje njegova koncentracija tako v krvni plazmi (Volj¢ in sod., 2011), kot v prsni
(Lanari in sod., 2004; Volj¢ in sod., 2011) in stegenski miSici (Lanari in sod., 2004) ter
jetrih (Surai in Sparks, 2000; Villaverde in sod., 2010). Koncentracije a-tokoferola v
vseh preiskovanih tkivih v nasi raziskavi so bile veliko vecje kot koncentracije y-
tokoferola, ¢e primerjamo skupini a in vy, ki sta prejeli enaki koli¢ini obeh tokoferolov.
Ceprav se vsi tokoferoli v ¢revesju absorbirajo v enaki meri, v jetrih prihaja do razlik
med njimi pri vgrajevanju v VLDL. Pri tem namre¢ sodeluje o-TTP, ki omogoca
prednostno vgrajevanje a-tokoferola, ostale oblike se presnovijo in izlo¢ijo s seCem in
zol¢em (Traber in Kayden, 1989). Behrens in Madére (1983) sta pri podganah
preucevala odvisnost koncentracije a- in y-tokoferola v krvni plazmi in jetrih od
koncentracije, ki se nahaja v krmi in ugotovila, da se koncentracija y-tokoferola v
plazmi in jetrih poveca le v primeru, ko zivali ne dobijo a-tokoferola s krmo. Preferenca
a-TTP do a-tokoferola je tako velika, da so Ze zelo majhne zauzite koli¢ine dovolj, da
se vgradi v VLDL in s tem prepreci nalaganje y-tokoferola. V nasi raziskavi smo tudi v
skupini, ki je prejemala le y-tokoferol doloc¢ili koncentracijo a-tokoferola, ta je bila sicer
majhna, vendar v nasprotju s pricakovanjem, saj je bila krma, ki so jo piS¢anci prejeli
sestavljena iz sestavin, ki vsebujejo zelo malo a-tokoferola. Poleg tega je bilo laneno
olje, ki je sicer dober vir vitamina E, o¢is¢eno v postopku deodorizacije. Wagner in sod.
(2004) so v preglednem c¢lanku o ucinkovitosti y-tokoferola predlagali, da se zaradi
delovanja mikroflore v prebavilih y-tokoferol lahko pretvori v a-tokoferol. V studiji, ki
sta jo objavila Clément in Bourre (1997), se je pri podganah sorazmerno s
povecevanjem koli¢ine y-tokoferola v obroku povecevala koncentracija a-tokoferola v
krvnem serumu in tkivih.

Koncentracije vitamina E smo dolocili v ve¢ vrstah tkiv in sicer poleg krvne plazme in
jeter ter prsne in stegenske misice, ki smo jih Ze omenili, Se v sréni misici, trebusni
mascobi in v mozganih. Dolocevali smo vsebnosti a-, -, y- in 6- tokoferola, vendar so
bile koncentracije - in o-tokoferola pod mero detekcije. Razlike v koncentracijah a- in
y-tokoferola so se v razliénih tkivih zelo razlikovale. Ce se osredotodimo na
koncentracije a-tokoferola v skupini a in koncentracije y-tokoferola v skupini y, lahko
posploSimo, da se najve¢ o-tokoferola naloZi v sréni misSici, sledijo jetra, stegenska
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miSica, trebusna mascoba, krvna plazma, najmanj$e koncentracije a-tokoferola smo
izmerili v prsni miSici in mozganih. Pri y-tokoferolu so bile najvecje koncentracije
izmerjene v trebusni mascobi, sledita stegenska in sr¢na miSica, nato jetra, krvna plazma
in prsna miSica. Podobno kot pri a-tokoferolu, smo najmanj y-tokoferola dolo¢ili v
mozganih. Raziskav, v katerih bi pri piS€ancih doloCevali vsebnost oziroma
koncentracije tako a- kot y-tokoferola nismo zasledili, so pa Botsoglou in sod. (2003),
Lanari in sod. (2004) in Eder in sod. (2005) dolo¢ili vecje koncentracije a-tokoferola v
stegenski kot v prsni miSici. Podobno so ve¢je koncentracije a- in y-tokoferola v teh
dveh misicah izmerili Jensen in sod. (1997). V njihovi raziskavi je bila vsebnost
mascobe v stegenski miSici Stirikrat vecja kot v prsni, ve¢je vsebnosti tokoferolov v
stegenski misici so avtorji pojasnili kot posledico ve¢jega deleza membranskega tkiva in
vecji presnovni aktivnosti v stegenski miSici. V ve¢ tkivih pri piS€ancih sta
koncentracije a-tokoferola izmerila Surai in Sparks (2000). Najvecje koncentracije o-
tokoferola sta dolocila v maS€obnem tkivu, sledila so jetra, srce, trebuSna slinavka in
pljuca, med katerima ni bilo razlik, nekoliko manjSe koncentracije sta izmerila v vranici,
miSici, testisih, kjer so bile koli¢ine enake kot v ledvicah, najmanj o-tokoferola sta
izmerila v mozganih (tako v velikih kot v malih mozganih). Clément in Bourre (1997)
sta raziskovala, kako na vsebnost y-tokoferola v razli¢nih tkivih vpliva krmljenje
razli¢nih koli¢in te oblike vitamina E. Podgane sta krmila s krmo, ki je vsebovala
konstantno koli¢ino a-tokoferola (30 mg/kg) in razlicne koli¢ine y-tokoferola (v
razmerju 1, 2, 4 in 5 proti 1), poleg sta uporabila $e skupino brez dodanih tokoferolov in
skupini, ki sta prejemali le po 30 mg/kg a- oziroma y-tokoferola. Koncentraciji obeh
tokoferolov sta merila v krvnem serumu, jetrih, srcu, miSici, Sprednjih mozganih in
endonevriju. Ugotovila sta, da se koncentracija obeh tokoferolov povecuje s kolic¢ino
dodanega y-tokoferola. Pri vefjem razmerju med y- in o-tokoferolom je bila
koncentracija obeh tokoferolov vecja. Statisticne primerjave koncentracij obeh
tokoferolov v posameznih tkivih sicer nista opravila, v koncentraciji a-tokoferola si po
vrsti sledijo srce, edonevrij, sprednji mozgani, jetra, miSica in serum, v koncentraciji y-
tokoferola pa srce, endonevrij, jetra, miSica, sprednji mozgani in serum.

5.2 VPLIV RAZLICNIH VIROV MASCOBE TER a- IN y-TOKOFEROLA PRI
OKSIDACIJI MESA

S prehrano zivali lahko mo¢no vplivamo na sestavo mesa. Zaradi krmljenja krme z
veliko vsebnostjo VNMK se poveca koli¢ina teh mas¢obnih kislin v tkivih. Tovrstne
spremembe so sicer s strani zdravja potrosnikov zazelene, vendar zaradi vecje
dovzetnosti VNMK na oksidacijo (Grau in sod., 2001) prihaja do poslabsanja kakovosti
takih izdelkov. Tekom povecanega obsega oksidacijskih procesov prihaja do tvorbe
neprijetnega okusa in vonja, spremeni se tudi barva, kar vpliva na funkcionalno,
senzori¢no in prehransko vrednost mesa in mesnih izdelkov (Gray in sod., 1996). Z
dodajanjem antioksidantov v krmo, eden najbolj raziskanih je prav vitamin E, lahko
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preprecimo oksidacijo takih izdelkov (Cortinas in sod., 2005), zaradi ¢esar se podaljsa
obstojnost mesa (Ruiz in sod., 2001). Dodajanje vitamina E v krmo domacih zivali je
pomembno z ve¢ vidikov. Vitamin E izboljSa proizvodne rezultate ter zdravstveno
stanje zivali. IzboljSa se antioksidativni status in kvaliteta hrane zivalskega izvora.
Poveca se vsebnost vitamina E v zivalskih produktih in s tem koli¢ina vitamina E v
prehrani ljudi (Flachowsky in sod., 2002). Stevilne raziskave so z dodajanjem vitamina
E v krmo zivali potrdile izboljSanje produktivnosti zivali (Guo in sod., 2001), boljSo
oksidativno stabilnost mesa (Flachowsky in sod., 1997; Lauridsen in sod., 1997; Guo in
sod., 2001; Cortinas in sod.. 2004; Zhang in sod., 2009; Narciso- Gatyan in sod., 2010)
ter povecano vsebnost vitamina E v zivalskih tkivih (Flachowsky in sod., 1997,
Lauridsen in sod., 1997; Guo in sod., 2001; Flachowsky in sod., 2002; Zhang in sod.,
2009). a-Tokoferol se inkorporira v celiéne membrane, kjer prihaja do iniciacije lipidne
oksidacije in tako deluje Ze na mestu samem, s ¢imer preprei vzpostavitev verizne
reakcije lipidne peroksidacije (Lauridsen in sod., 1997). Dodajanje a-tokoferola v krmo
je v na8i raziskavi zmanjsalo tvorbo MDA, vendar v vseh pogojih skladis¢enja ne
popolnoma, ¢e koncentracije primerjamo s tistimi, ki smo jih izmerili pri skupini, ki je
prejemala palmino mast. Dodajanje y-tokoferola v vecini primerov ni bilo u¢inkovito,
medtem ko je bil u¢inek kombinacije obeh tokoferolov v nekaterih primerih
skladis¢enja primerljiv s skupino a. Se posebej je uéinek kombinacije obeh tokoferolov
priSel do izraza v prsni mi$ici, kjer je bil primerljiv s skupino, ki je prejemala 67 mg/kg
a-tokoferola. V stegenski miSici je bila kombinacija ucinkovita pri vzorcih, ki so bili
shranjeni 4 mesece v zamrzovalniku. Cortinas in sod. (2005) so ugotovili, da se z
narasCanjem vsebnosti a-tokoferola v krmi zmanjSuje obseg lipidne oksidacije tako v
svezem mesu kot v mesu shranjenem v hladilniku. Podobno so pri shranjevanju prsne in
stegenske miSice v hladilniku ugotovili Narciso-Gatyan in sod. (2010). Kar se tice
ucinkovitosti y-tokoferola so Jensen in sod. (1997) prisli do podobnih rezultatov kot so
predstavljeni v nasi raziskavi. y-Tokoferol namre¢ ni bil uéinkovit pri preprecevanju
lipidne oksidacije, vzrok za to so pripisali slabsi inkorporaciji y-tokoferola v jetrih. V
literaturi izsledkov o delovanju kombinacije a- in y-tokoferola nismo zasledili, vendar
lahko glede na predstavljene rezultate izpostavimo ucinkovitost krmljenja kombinacije
obeh tokoferolov. Ucinkovitost krmljenja kombinacije obeh tokoferolov je bila
primerljiva s krmljenjem veéjih koli¢in samo a-tokoferola, na podlagi Cesar lahko
sklepamo o ugodnem delovanju kombinacije a- in y-tokoferola pri zaviranju lipidne
oksidacije v pis¢an¢jem mesu.
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5.3 VPLIV KRMLJENJA RAZLICNIH VIROV MASCOB TER a-, 7v-
TOKOFEROLA IN NJUNE KOMBINACIJE NA TRANSKRIPCIJO GENOV

5.3.1 Vpliv krmljenja lanenega olja v primerjavi s palmino mastjo na izrazanje
genov

5.3.1.1 Vpliv VNMK na gene, ki sodelujejo pri presnovi mascob in holesterola

Mascobne kisline so najpogostejsa oblika, v kateri je energija shranjena v organizmu in
tudi oblika, v kateri se energija po telesu prenasa. Presnova mascob v jetrih je mo¢no
koordiniran proces, nanj vplivajo transkripcijski faktorji in jedrni receptorji. Pri pticah
so jetra tudi glavno mesto, Kkjer prihaja do de novo lipogeneze, oziroma tvorbe
maséobnih kislin iz drugih virov energije. Mas¢obne kisline vplivajo na regulacijo
genov predvsem preko vpliva na §tiri druzine transkripcijskih faktorjev: PPAR, LXR,
HNF4a in SREBF (Nguyen in sod., 2008). Mascobne kisline naj bi vplivale tudi na
regulacijo vnetnih procesov, Pal in sod. (2012) so na primer pred kratkim pokazali, da
se mascobne kisline vezejo na protein fetuin-A, ki ga izlo¢ajo jetra, in na TLR4, s ¢imer
so odkrili povezavo med mascobnimi kislinami in kroni¢nimi vnetnimi procesi, ki
vplivajo na obcutljivost organizma na inzulin. Vpliv masc¢ob na razvoj vnetnih procesov
so preucevali tudi Cani in sod. (2007, 2008). Osredotocili so se na vpliv zauzivanja
velikih koli¢in mascob na pojavnost presnovnih motenj, ki vodijo v razvoj debelosti in
sladkorne bolezni. Ugotovili so, da se zaradi zauzivanja krme z veliko vsebnostjo
mascobe (72 % energijske vrednosti obroka) v ¢revesju poveca delez mikrobiote, ki
vsebuje LPS, kar vpliva na prepustnost ¢revesne stene in posledi¢no na koli¢ino LPS v
krvni plazmi. Pri teh Zivalih so ugotovili povecan obseg vnetja v mas¢obnem tkivu in
zaCetek razvoja inzulinske rezistence v jetrih (Cani in sod., 2007). V naslednji raziskavi
(Cani in sod., 2008) so Studijo nadgradili in ugotovili, da so imele misi, sicer krmljene s
krmo bogato z mas¢obami, vendar z dodatkom antibiotika, zmanjsan obseg metabolne
endotoksemije in zmanjSano vsebnost LPS v ¢revesju. Pri teh misih so opazili zmanjSan
obseg glukozne intolerance, manjsi prirast, manjSi razvoj maScobnega tkiva, manjsi
obseg vnetja in manjSo pojavnost oksidacijskega stresa. Spremembe v Crevesni
mikrobioti zaradi zauZivanja krme z veliko vsebnostjo maScobe so namre¢ vplivale na
vnetje v visceralnem mascobnem tkivu, na oksidacijski stres in infiltracijo makrofagov,
o ¢emer pricajo veckratne korelacije med temi rezultati.

Raziskave kazejo tudi, da zaradi zauzivanja NMK pride do vnetja v B celicah trebusne
slinavke, kar pripomore k razvoju sladkorne bolezni, ki je pere¢ problem v razvitem
svetu (Eguchi in sod., 2012). S tem ko NMK vplivajo na aktivacijo TLR, povzrocijo
aktivacijo transkripcijskega faktorja NF-kB, ki vpliva na transkripcijo razli¢nih vnetnih
citokinov npr. IL-6 in TNF-a. Zauzivanje NMK torej vodi v razvoj vnetja v organizmu,
kot posledico vnetja pa Siriwardhana in sod. (2013) v preglednem ¢lanku omenjajo
zmanjSan obseg lipolize v organizmu. Kot moZzne ukrepe proti zmanjSanju vnetja in
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posledi¢no na lipolizo navajajo zauzivanje n-3 VNMK, polifenolov, ENMK in
konjugirane linolne kisline.

Na manjsi obseg vnetja v mascCobnem tkivu naj bi vplivala tudi aktivacija PPARa v
jetrih (Moller in Berger, 2003). Ta transkripcijski faktor uravnava delovanje encimov, Ki
so pomembni pri oksidaciji mas¢obnih kislin in vpliva na transkripcijo proteinov in
encimov, ki so potrebni pri prenosu in katabolizmu maScobnih kislin (Pégorier in sod.,
2004). Na transkripcijo PPARa vpliva LPIN1 (Finck in sod., 2006). V nasi raziskavi sta
bila oba gena - LPIN1 in PPARA v skupini, ki je prejemala laneno olje, znizano izrazena
v primerjavo s skupino, ki je prejemala palmino mast, kar nakazuje na manjse
izgorevanje mascob v skupini Kont+. O povezavi med PPARa in HNF4a porocajo
Marcil in sod. (2010). V Studiji, kjer so preucevali vlogo transkripcijskega faktorja
HNF4a pri Caco-2 celicah, so namre¢ ugotovili viogo HNF4a pri presnovi mascob. Pri
celicah, ki tega gena niso imele, je prislo do sprememb v transkripciji genov za SREBF-
2 in PPARa ter LXR-a in -B, poleg tega so pri teh celicah opazili manjsi celi¢ni
transport mascob, ki se je pokazal v manjSem izlo¢anju hilomikronov in njihovih apoB-
48 enot. Tudi v nasi raziskavi je zaradi spremembe v viru mascobe v obroku prislo do
razlik v izrazanju tega gena, saj je bil HNF4A pri skupini Kont+ poviSano izrazen.
Povecano izrazanje PPARA vpliva tudi na transkripcijo PDK4 (Sugden in sod., 2002).
Ta protein ima pomembno vlogo pri presnovi glukoze, saj zavira delovanje piruvat
dehidrogenaznega kompleksa, ki sodeluje pri vstopu piruvata v cikel citronske kisline
(Jump in sod., 2005). Ker je bil tudi ta gen v Kont+ znizano izrazen, lahko sklepamo, da
je bila glukoza glavni vir energije pri pis¢ancih, ki so zauzivali laneno olje.

Lipogeneza je ena glavnih presnovnih poti v organizmu, pri kateri prihaja do sinteze
mascobnih kislin iz drugih virov energije, najpogosteje iz ogljikovih hidratov. Proces
uravnavajo tako prehranski kot tudi hormonski dejavniki. Povecana je v primeru, ko so
obroki bogati z ogljikovimi hidrati, po drugi strani je pri obrokih, ki vsebujejo veliko
mascobe ter v pogojih stradanja lipogeneza okrnjena. Poleg mas¢obnega tkiva so jetra
glavno mesto, Kjer prihaja do lipogeneze (Nguyen in sod., 2008). Yoon in sod. (2009)
S0 Vv svoji raziskavi pokazali, da je SREBF-1c eden glavnih transkripcijskih faktorjev, ki
vpliva na lipogenezo v jetrih. Na izrazanje SREBF1C vpliva SIK1, saj se pri povisanem
izrazanju SIK1 zmanj$a transkripcija lipogenih genov (FASN in ACACA), medtem ko
izbitje tega gena povzro€i povisano transkripcijo omenjenih genov. V nasi raziskavi je
bil SIK1 pri skupini Kont+ znizano izrazen, kar pomeni, da je bil obseg lipogeneze v
skupini, ki je prejemala VNMK, ve¢ji. V stimulacijo lipogeneze v jetrih je v veliki meri
vpleten tudi gen MID1IP1. V raziskavi Inoue-ja in sod. (2011) je povecano izraZanje
tega gena v podganjih jetrih povzrocilo vecjo de novo sintezo mascobnih kislin. Pri
pis¢ancih iz naSe Studije je bil ta gen povisano izrazen v skupini Kont+. Pomembno
vlogo pri presnovi mascob v jetrih, Se posebej vpliv na sintezo mascob pripisujejo genu
CYP2C. Pri sesalcih imajo geni iz skupine CYP2C pomembno vlogo pri detoksifikaciji
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ksenobiotikov, hkrati sodelujejo pri presnovi drugih endogenih spojin, kot so steroidi in
VNMK. Carr¢ in sod. (2002) so pokazali, da do podobnega izrazanja teh genov prihaja
tudi pri pis¢ancih. V njihovi Studiji je pri vitki liniji pisS¢ancev, ki so imeli vecji delez
linolne Kisline v plazmi, prislo do znizanega izrazanja CYP2C. Ta gen naj bi po
njihovem mnenju vplival na znizano izrazanje genov, ki so vpleteni v sintezo mascob. V
nasi raziskavi je bil gen, ki kodira CYP2C45, pri pis¢ancih iz skupine Kont+ veliko
visje izrazen kot pri Kont-. Kontrolni skupini se sicer nista razlikovali v delezu linolne
kisline v jetrih, je pa imela Kont- vecji delez arahidonske kisline (C18:4n-6), katere
prekurzor je prav linolna kislina. Ker igra ta gen pomembno vlogo pri sintezi mas¢ob v
jetrih, lahko sklepamo, da je bila sinteza mascob pri skupini, ki je prejemala laneno olje,
vecja.

V skupini, ki je prejemala laneno olje, je bil znizano izrazen gen HMGCL, ki kodira
encim vpleten v nastanek ketonskih teles. Ker ketonska telesa nastajajo v pogojih, ko
prihaja do povedanega izgorevanja mas¢ob v organizmu, lahko le potrdimo dejstvo, da
je v na$i $tudiji zaradi zauzivanja krme bogate z lanenim oljem priSlo do spremembe v
presnovi mascob v smeri njihove sinteze. Vpliv lanenega olja na manjSe izgorevanje
mascob v nasi raziskavi potrjuje tudi znizano izrazen gen PCK1 v skupini Kont+. Ta
gen namre¢ kodira glukoneogeni encim fosfoenolpiruvat karboksikinazo, ki katalizira
pretvorbo oksaloacetata v fosfoenolpiruvat (Beale in sod., 2007). O vplivu VNMK na
izgorevanje mascob pricajo rezultati, o katerih porocajo avtorji drugih raziskav
(Sampath in Ntambi, 2004; Lee in sod., 2008; Sun in sod., 2011). Ve¢je zauZivanje n-3
VNMK naj bi po njthovem mnenju vodilo v ve¢je izgorevanje mascob v organizmu. V
nasi raziskavi do takih rezultatov nismo prisli, saj krmljenje n-3 VNMK pisc¢ancem ni
vplivalo na transkripcijo tistih genov, na podlagi katerih bi lahko sklepali o vecjem
izgorevanju mascob. Glede na rezultate mikromrez lahko torej sklepamo, da se zaradi
krmljenja velikih koli¢in VNMK v obliki lanenega olja mo¢no spremeni presnova
mascob, vecina genov, ki je bila med kontrolnima skupinama razli¢no izraZzena, namrec
nakazuje, da se je zaradi krmljenja VNMK povecala lipogeneza v jetrih, v smeri
povecane de novo sinteze masc¢obnih kislin pri¢a tudi razli¢no izrazanje genov, ki so
vpleteni v regulacijo glukoneogeneze in sinteze ketonskih teles.

Razlike v izrazanju genov, ki so povezani s presnovo mascob, smo opazili tudi pri
genih, ki kodirajo hormone vpletene v presnovne poti, ki jih regulirajo $¢itni¢ni
hormoni. Dva gena iz vrst deiodinaz sta bila razli¢no izraZzena, in sicer je bil DIO2 v
skupini Kont+ povisano izrazen, DIO3 pa znizano. DIO2 sodeluje pri aktivaciji
tiroidnih hormonov, po drugi strani ima DIO3 obratno funkcijo. Izrazanje teh genov v
nasi raziskavi je v skladu z rezultati o katerih porocajo Ferrini in sod. (2010). V njihovi
raziskavi so imeli piscanci, ki so prejemali laneno olje, vecje koncentracije T3 hormona
v primerjavi s tistimi, ki so prejemali obrok z dodatkom govejega loja. Veckrat
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nenasi¢ene mascobne kisline potemtakem presnovo mascob uravnavajo tudi preko
delovanja na $¢itni¢ne hormone.

Aktivacija PPARa ima poleg vpliva na presnovo mascob vlogo tudi pri presnovi
holesterola, saj naj bi preko vpliva na znizano transkripcijo SREBF-2 ta gen vplival na
manj$o sintezo holesterola (Konig in sod., 2007). Eikozapentaenojska kislina (C20:5n-
3), n-3 VNMK, je v raziskavi, ki so jo izvedli Sugiyama in sod. (2008), pri misih
vplivala na zmanjSanje koncentracije holesterola v krvni plazmi, poleg tega so pri teh
zivalih odkrili manj$e koli¢ine proteina SREBF-2. Gen, ki kodira PPARa, je bil v nasi
raziskavi znizano izrazen v skupini, ki je prejemala laneno olje, SREBF2 pa povisano
(P=0,07), kar potrjuje dejstvo, da je transkripcija teh dveh genov povezana, vendar ni v
skladu z rezultati (Sugiyama in sod., 2008), ki nakazujejo k temu da n-3 VNMK
vplivajo na manj$o sintezo holesterola. Tudi izraZzanje drugih genov, katerih produkti
vplivajo na sintezo holesterola v jetrih, potrjujejo vpliv lanenega olja na povecano
sintezo holesterola. Gena, ki sodelujeta pri biosintezi holesterola v jetrih - FDFT1 in
HMGCR sta bila v skupini Kont+ povidano izrazena. Ceprav se je pokazal vpliv
krmljenja n-3 VNMK na povecano transkripcijo genov, ki so vpleteni v sintezo
holesterola, med kontrolnima skupinama nismo opazili razlik v koncentraciji
plazemskega holesterola. Sklepamo lahko, da je bilo trajanje poskusa prekratko in se
vpliv sinteze holesterola Se ni odrazal na koncentraciji holesterola ali pa je prislo do
sprememb v povratnem transportu holesterola ali izlo¢anju holesterola s pomocjo Zol¢a.

5.3.1.2 Vpliv razli¢nih virov mascobe na izrazanje genov povezanih z oksidacijskim
stresom

Zauzivanje krme bogate z VNMK povecuje verjetnost, da v organizmu pride do
oksidacijskega stresa (Lauridsen in sod., 1999). Ze fenotipski rezultati, ki smo jih
predstavili v raziskavi, nazorno prikazujejo, da se zaradi zauzivanja lanenega olja v
primerjavi s palmino mastjo poveca oksidacija mascobnih kislin v organizmu.
Koncentracije MDA so bile vecje v skupini, ki je prejemala laneno olje. Tudi rezultati
analize mikromrez kaZejo na to, da ima krmljenje mascobnih kislin z ve¢ nenasi¢enimi
vezmi vpliv na oksidacijski stres v organizmu. Krmljenje lanenega olja je povzrocilo
povisano izrazanje genov PIK3R1 in NFE2L2. PIK3R sodeluje pri uravnavanju
delovanja NFE2L2 (Kim in sod., 2010), ta je glavni transkripcijski faktor, ki vpliva na
transkripcijo genov, katerih produkti so vpleteni v detoksifikacijo in eliminacijo
reaktivnih kisikovih spojin (Li in sod., 2007). Njegov dimerizacijski faktor je ATFA4.
Gen, ki kodira ATF4, je bil prav tako povisano izrazen v Kont+. NFE2L2 inducira
transkripcijo OSGIN1, gena, na ¢igar povisano izraZanje je v raziskavi Li in sod. (2007)
vplivala izpostavljenost oksidirane oblike 1-palmitoil-2-arahidonoil-sn-glicero-3-
fosforilholina. Ta se nahaja v spremenjenih LDL na mestih, kjer prihaja do
ateroskleroti¢nih lezij in na drugih mestih kroni¢nih vnetnih bolezni. Oksidirani
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fosfolipidi so v njihovi $tudiji povecali izrazanje Osginl preko delovanja NFE2L2, kar
nakazuje k temu, da oksidacijski stres vpliva na izrazanje tega gena. Po mnenju avtorjev
naj bi bil OSGINI vpleten tudi v mehanizme pri drugih patoloskih stanjih, pri katerih
igra oksidacijski stres pomembno vlogo. Vpliv krmljenja VNMK potrjuje tudi zniZzano
izrazen gen za protein COQ10b. To je protein, ki veze CoQ in je pomemben za pravilno
delovanje elektronske prenasalne verige, saj je odgovoren za prenos CoQ v
mitohondrijskih membranah pri evkariontskih celicah (Barros in sod., 2005; Cui in
Kawamukai, 2009). Gen, ki kodira ta protein je bil v Kont+ trikrat nizje izrazen kot v
Kont-.

Marcil in sod. (2010) so ugotovili, da ima pomembno vlogo pri oksidacijskem stresu
tudi HNF4a, transkripcijski faktor, ki smo ga omenili ze zaradi vloge, ki jo ima v
presnovi mas¢ob. V njihovi raziskavi je izbitje tega gena pri Caco-2 celicah povzrocilo
povecanje oksidacijskega stresa, kar se je pokazalo v vecjih koncentracijah MDA in
konjugiranih dienov, poleg tega tudi v zmanjSanem nastajanju antioksidativnih encimov
(katalaza, glutation peroksidaza in hem oksigenaza-1). Hkrati je bila pri celicah, ki niso
imele gena za kodiranje tega transkripcijskega faktorja znizano izrazanje proteina
NFE2L2. V nasi raziskavi je bilo izrazanje tega gena pri skupini Kont+ 3,1 krat visje
kot pri Kont-, kar potrjuje vlogo HNF4a pri oksidacijskem stresu. Na podlagi povisano
izrazenih genov HNF4A in NFE2L2 v Kont+ lahko torej sklepamo o vecji produkciji
proteinov, Ki vplivajo na obrambo proti oksidacijskemu stresu.

Oksidacijski stres je bil v nasi raziskavi posledica zauzivanja n-3 VNMK, pri analizi
jetrnega transkriptoma smo opazili razlike v izrazanju genov, ki vplivajo na uravnavanje
oksidacijskega stresa. V skupini, ki je prejemala laneno olje, so bili povisano izrazeni
geni, katerth produkti vplivajo na eliminacijo reaktivnih kisikovih spojin. O vecjem
obsegu oksidacijskega stresa pri piS€ancih, ki so prejemali laneno olje pricajo tudi ostale
analize, s pomocjo katerih smo merili raven oksidacije (koncentracija MDA), analiza
transkriptoma torej potrjuje rezultate metabolomskih analiz.

5.3.2  Vpliv izomer vitamina E na izraZanje genov

5.3.21 Vpliv vitamina E na izrazanje genov povezanih s presnovo mascob in
holesterola

Vitamin E lahko vpliva na transkripcijo genov, ki so vpleteni v presnovo mascob,
vendar so rezultati raziskav, ki so preucevale vpliv vitamina E v tej smeri, razli¢ni. Tako
na primer Eder in Kirchgessner (1998) pri podganah nista ugotovila zaviralnega ucinka
vitamina E na izrazanje genov, ki kodirajo lipogene encime, v nasprotju Li in sod.
(2009) porocajo o vplivu vitamina E na izrazanje genov vpletenih v presnovo mascob
pri Beijing-you pisc¢ancih. Prav tako pri pis¢ancih so Xiao in sod. (2011) ugotovili vpliv
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vitamina E na izraZanje genov povezanih s presnovo mascob. Raziskav, ki bi preucevale
vpliv vitamina E na presnovo holesterola prav tako ni veliko. Rota in sod. (2004) v eni
izmed njih poro¢ajo o niZjem izrazanju 7-DHCR, ki katalizira enega izmed zadnjih
korakov v sintezi holesterola, zaradi vpliva vitamina E v podganjih testisih. V ve¢ji meri
0 ucinku vitamina E na zniZano izrazanje holesterolnih genov poroc¢ajo raziskovalci, ki
so tak vpliv preucevali na celicnih kulturah. Valastyan in sod. (2008) so pri celicah
HepG2 C3A ugotovili zaviralen ucinek vitamina E na sintezo holesterola, prav tako
Landrier in sod. (2010), ki so delovanje vitamina E preucevali na Caco-2 celicah. V
njihovi Studiji je do znizanega izrazanja genov vpletenih v sintezo holesterola prislo
tako zaradi u¢inka a- kot tudi y-tokoferola.

V nasi raziskavi se je vpliv na izrazanje genov, vpletenih v sintezo holesterola, pokazal
predvsem pri skupini, ki je prejemala a-tokoferol. Veliko genov, ki regulirajo sintezo
holesterola, je bilo pri tej skupini v primerjavi s kontrolno skupino (Kont+) zniZano
izrazenih. To so SQLE, FDFT1, DHCR7, NSHDL, FDPS, HMGCR, IDI1, LSS. V studiji
Valastyana in sod. (2008) prav tako poro¢ajo 0 znizanem izrazanju teh genov pod
vplivom vitamina E v HepG2 C3A celicah. V raziskavi so avtorji ugotovili tudi
povezavo s SREBF-2, saj imajo ti geni skupno vezavno mesto za ta transkripcijski
faktor. O vlogi SREBF-2 pri sintezi holesterola poroc¢ajo tudi Koénig in sod. (2007). Na
znizano izrazanje tega gena je vplivalo povisano izrazanje PPARA, posledi¢no se je
izrazanje genov, ki so vpleteni v sintezo holesterola, zmanjSalo. V nasi raziskavi je bil
gen za PPARa poviSano izrazen v vseh treh skupinah, ki so dobivale dodatek
tokoferolov, zniZano izrazen gen SREBF2 smo opazili le pri skupini a. Dodatek o-
tokoferola je vplival tudi na znizano izrazanje SCP2, gena ki je prav tako povezan s
presnovo holesterola. Ta gen je bil pri skupini a 1,9-krat nizje izraZzen kot v Kont+.
Atshaves in sod. (2009) so ugotovili njegov zaviralen u¢inek na proteine, ki sodelujejo
pri prenasanju in sintezi holesterola, in na tiste, ki sodelujejo pri oksidaciji in prenasanju
zol¢nih kislin. Tudi SIK1 deluje zaviralno na transkripcijo genov, ki so povezani s
sintezo holesterola (Okamoto in sod., 2004). Ta gen je bil pri vseh treh skupinah, ki so
prejemale dodatek tokoferolov, povisano izrazen. Poleg funkcije pri presnovi
holesterola ima SIK1 vlogo tudi pri presnovi glukoze in mascob. V Studiji, kjer so
preucevali vpliv tega gena (Koo in sod., 2005), so namre¢ ugotovili, da zaradi
sprememb v njegovem izrazanju prihaja do sprememb v izraZanju glukoneogenih
genov. Prav tako se je pokazal njegov ucinek na gene, povezane s sintezo mascob, saj je
SIK1 vplival na izrazanje genov FASN in ACACA. Razlike med skupinama Kont+ in a
smo opazili tudi v izrazanju gena ANGPTL3, njegov produkt je protein, ki inhibira
delovanje lipoprotein lipaze in s tem zavira sprostitev holesterola iz LDL (Li, 2006). Ta
gen je bil pri skupini a 2,6-krat nizje izraZen.

Glede na podatke, ki smo jih pridobili s tehnologijo mikromrez, smo sklepali, da bi se
lahko nizja raven izrazanja genov za biosintezo holesterola pri skupini a odraZzala v nizji
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koncentraciji plazemskega holesterola, vendar je analiza fenotipskih podatkov pokazala,
da je koncentracija holesterola v skupini a celo vecja kot pri Kont+. Ker je bil CETP v
skupini a nizje izrazen kot v Kont+, lahko povecane koncentracije holesterola v plazmi
pripiSemo manjSemu povratnemu toku holesterola. Ta protein naj bi namre¢ imel vlogo
pri povratnem transportu holesterola, to je pot pri kateri se holesterol iz tkiv prenasa do
jeter in potem naprej do ZolCa, s katerim se izlo¢i. Pri tem se holesterol najprej veze na
HDL in se prenese do jeter, nekaj se ga s pomoc¢jo delovanja CETP prenese tudi na LDL
in VLDL (Barter in sod., 2003). Mozen vzrok za vecje koncentracije holesterola bi
lahko bila tudi poveCana reciklaza holesterola v jetrih. Kot povzeto v preglednem
¢lanku Izzat in sod. (2000), se kar 95 % v Crevesje izloCenih Zol¢nih kislin v jetrih
reciklira. S tem se koli¢ina holesterola, ki je potreben za de novo sintezo zol¢nih kislin,
zmanj$a, saj se lahko uporabi reciklirani holesterol. Bhat in sod. (2003) so dosegli
zmanjSanje plazemskega holesterola s tem ko so zmanjSali reciklazo holesterola. S
prekinitvijo reabsorpcije zol¢nih kislin se poveca katabolizem holesterola, posledicno se
koncentracija plazemskega holesterola zmanj$a.V naSi raziskavi so bili rezultati
nasprotni. Pri skupini a je bila koncentracija plazemskega holesterola vecja, s tem da je
bila izrazenost genov, ki sodelujejo pri sintezi holesterola, nizja. Sklepamo lahko, da je
do povecanja koncentracije holesterola prislo tudi zaradi povecanja reabsorpcije Zol¢nih
kislin, bogatih s holesterolom, iz ¢revesja.

Glede na razli¢no izraZanje genov, ki urejajo delovanje $¢itnicnih hormonov in genov,
ki sodelujejo pri presnovi holesterola, lahko sklepamo tudi na neposredno povezavo
med tema dvema presnovnima potema. Ze Shin in Osborne (2003) sta ugotovila, da
tiroidni hormoni vplivajo na presnovo holesterola preko SREBF-2. Podoben trend v
izrazanju teh genov smo opazili tudi v nasi raziskavi. Dodatek tokoferolov je namrec¢
vplival na izrazanje DIO2 in DIO3, ki uravnavata pretvorbo med neaktivno in aktivno
obliko $¢itni¢nih hormonov. DIO2 je hormon iz skupine deiodinaz, zaradi njegovega
delovanja se tiroksin, ki je neaktivna oblika $¢itni¢nih hormonov, pretvori v aktivno
obliko T3 oz. trijodtironin. DIO3 pripisujemo obratno delovanje, saj inaktivira T4 in
hkrati zmanjSuje aktivnost T3 (Kohrle, 1999). Izrazanje DIO2 je bilo v vseh treh
skupinah, ki so prejemale dodatek vitamina E nizje kot v Kont+, hkrati je bilo izrazanje
DIO3 v teh treh skupinah visje, na podlagi ¢esar lahko sklepamo o manjsi sintezi
holesterola pri skupinah, ki so prejemale dodatek tokoferolov.

S¢itniéni hormoni sodelujejo tudi pri presnovi mascob, Park in sod. (1995) so na primer
ugotovili, da je izrazanje gena, ki kodira CPT1a, povecano v hipertiroidnem stanju. Ta
encim je sicer odgovoren za transport mascobnih kislin preko mitohondrijske
membrane, kar omogoca njihovo oksidacijo in s tem rabo mascobnih Kislin kot vira
energije. Gen za ta encim je bil pri skupinah y in oty v primerjavi s Kont+ povisano
izrazen, kar kaze na vecji transport mascobnih kislin v mitohondrije in s tem na njihovo
vecjo oksidacijo. V teh dveh skupinah smo opazili tudi razlike v izrazanju deiodinaz,
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DIO2 je bil znizano izrazen v primerjavi s Kont+, DIO3 pa povisano. Na podlagi
rezultatov analize mikromrez lahko torej tudi v nasi raziskavi sklepamo na povezavo
med delovanjem $¢itni¢nih hormonov in CPT1a.

Pomembno vlogo pri presnovi mas¢ob so Zhang in sod. (2004) pripisali tudi PPARGC-
lo, saj naj bi stimuliral izrazanje CPT1A in PDK4. V njihovi $tudiji se je zaradi
delovanja PPARGC-1a povecala oksidacija mas¢obnih kislin in nastajanje CPT1a in
PDK4 v mitohondrijih. V nasi raziskavi je bil PPARGC1A v skupinah y in a+y povi$ano
izrazen, kar potrjuje vpliv obeh tokoferolov na vecje izgorevanje masc¢ob. Yoon in sod.
(2001) so ugotovili, da PPARGC-1a vpliva tudi na izrazanje PPARA, Lin in sod. (2003)
pa poroc¢ajo, da vpliva na poveCano nastajanje glukoze v jetrih. Povecano izrazanje
genov ADIPOQ in SIRT1 prav tako potrjuje, da vitamin E vpliva na presnovo mascob in
glukoze. ADIPOQ namre¢ stimulira izrazanje SIRT1, kar vodi v aktivacijo PPARGC-1a
(lwabu in sod., 2010). SIRT1 je bil v primerjavi s Kont+ poviSano izrazen v skupini a,
medtem ko je bilo izrazanje ADIPOQ visje v vseh treh skupinah, ki so prejemale
dodatek tokoferolov. Liu in sod. (2012) so pri miSih, ki so imele izbit gen za ADIPOQ
ugotovili, da je veliko Stevilo genov, ki so vpleteni sintezo encimov, vpletenih v
presnovo glukoze in mascob, znizano izrazenih. Tako so bili zniZzano izrazeni geni, ki
kodirajo encime vpletene v uravnavanje glikolize, cikla trikarboksilnih kislin in sinteze
holesterola. Znizano izrazen je bil pri teh misih gen, ki kodira PPARa, kar predstavlja
razlog za znizano izrazanje lipogenih genov. Prav tako je bil znizano izrazen HNF4A,
kar potrjuje vpletenost ADIPOQ v presnovo mascob v jetrih.

Druzina transkripcijskih koaktivatorjev PPARGC1 presnovo maséob povezuje tudi z
vnetnimi procesi ter vpliva na izraZanje antioksidativnih encimov, saj povecuje obseg
celi¢nega dihanja v mitohondrijih (Lin in sod., 2005). Pri izrazanju genov, ki so vpleteni
v oksidacijo mascob, je pomemben tudi gen, ki kodira PDK4. Ta ima poglavitno vliogo
pri presnovi ogljikovih hidratov. Zaradi delovanja tega encima se spremeni presnova v
smeri rabe mascobnih kislin kot vira energije. PDK4 namre¢ vpliva na reverzibilno
fosforilacijo piruvat dehidrogenaznega kompleksa, ga inaktivira in s tem povzro¢i
povecano oksidacijo mascobnih kislin in var¢evanje z glukozo. RazpoloZljivi piruvat se
posledi¢no s pomocjo glukoneogeneze pretvori v glukozo. IzraZanje tega gena je bilo
povisano Vv vseh treh skupinah, ki so prejemale dodatek vitamina E. Delovanje PDK4 je
povezano tudi z delovanjem PPARa (Dey in Swaminathan, 2010). Ta transkripcijski
faktor poleg drugih funkcij povecuje izrazanje genov ki so vpleteni v oksidacijo
masScobnih kislin v mitohondrijih in pove€uje izraZanje genov, ki sodelujejo pri
oksidaciji piruvata (Song in sod., 2010).

V smeri vecje rabe mascobnih kislin kot vira energije v vseh treh skupinah z dodanim

vitaminom E kaze tudi povisano izrazanje HMGCL. Ta gen kodira ketogeni encim 3-
hidroksimetil-3-metilglutaril-CoA-liazo, zaradi Cesar se poveca nastajanje ketonskih
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teles. V raziskavi, ki so jo objavili Désert in sod. (2008) je bilo izrazanje tega gena
mocno povecano pri piS€ancih, ki 16 ur niso zauzili krme. V na$i raziskavi smo
ugotovili tudi velike razlike v izrazanju gena, ki kodira protein GALE. V skupinah a in
at+y je bila razlika signifikantna, pri skupini y je bila signifikanca nekoliko manjsa
(P=0,09). Ta encim igra poglavitno vlogo v presnovi galaktoze, saj pretvarja galaktozo
v glukozo-1-fosfat v Leloirjevem ciklu. Encim katalizira tudi izomerizacijo UDP-N-
acetilgalaktozamina in UDP-N-acetilglokozamina ter ima potemtakem vlogo pri sintezi
prekurzorjev glikoproteinov in glikolipidov (Thoden in sod., 2001).

Na podlagi analize mikromrez lahko sklepamo, da dodajanje a- in y-tokoferola ter njune
kombinacije v krmo, ki je bila obogatena z n-3 VNMK, spremeni presnovo mascob in
holesterola v jetrih pis¢ancev. Vpliv na presnovo holesterola se je pokazal predvsem pri
skupini, ki je prejemala 67 mg/kg a-tokoferola, medtem ko vpliv pri skupinah, ki sta
prejemali y-tokoferol in kombinacijo obeh izomer vitamina E ni bil tako izrazit. Pri
skupini a smo na podlagi znizano izrazenih genov, ki so vpleteni v biosintezo
holesterola sklepali na manjSo koncentracijo holesterola v krvni plazmi, vendar so
fenotipske analize pokazale, da temu ni tako. Koncentracija holesterola pri tej skupini je
bila celo nekoliko vec¢ja. Na podlagi rezultatov smo sklepali, da je do znizanega
izrazanja teh genov prislo ravno zaradi vecje koncentracije holesterola v krvni plazmi,
zaradi Cesar de novo sinteza holesterola v jetrih ni bila potrebna. Pri presnovi mascob
smo glede na razlike v izrazanju genov, ki so vpleteni v oksidacijo mascob, sklepali na
vpliv obeh tokoferolov in njune kombinacije v smeri vecje rabe mascob kot vira
energije.

5.3.2.2 Vpliv vitamina E na izrazanje genov, ki so povezani z oksidacijskim stresom

Dodatka 67 mg/kg o-tokoferola in polovi¢nih koli¢in o- in y-tokoferola sta bila
uc¢inkovita pri zmanjSanju koncentracije MDA v plazmi in jetrih. Razli¢no izrazeni geni,
povezani z regulacijo oksidacijskega stresa pri skupinah, ki so prejemale dodatek
vitamina E v primerjavi s Kont+, potrjujejo vpletenost vitamina E v pogojih
oksidacijskega stresa. Najprej omenimo COQL0B. Pri vseh treh skupinah, ki so
prejemale vitamin E, je bilo izrazanje tega gena povisano. COQ10B kodira protein, Ki je
pomemben pri delovanju elektronske prenaSalne verige, saj sodeluje pri prenasanju CoQ
iz enega mesta na drugo v membranah mitohondrijev (Cui in Kawamukai, 2008).

Kot ze omenjeno pri razpravi, ki zadeva vpliv krmljenja razli¢nih virov masc¢obe na
gene, ki so povezani z regulacijo oksidacijskega stresa, je HNF4A vpleten v obrambo
pred reaktivnimi kisikovimi spojinami in vpliva na izrazanje NFE2L2 (Marcil in sod.,
2010). Dodatek vitamina E je v na$i raziskavi vplival na znizano izrazanje HNF4A,
vpliv se je pokazal pri vseh treh skupinah. Delovanje vitamina E pri izrazanju NFE2L2
je bilo znacilno le pri skupini, ki je prejemala kombinacijo obeh tokoferolov, izrazanje
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tega gena je bilo v tej skupini v primerjavi s Kont+ znizano. V tej skupini je bilo
znizano tudi izrazanje gena PIK3R1. Ta gen je bil znizano izrazen tudi pri pis€ancih iz
skupine vy. Protein, ki ga ta gen kodira, je pomemben pri prenosu NFE2L2 na
antioksidativni odzivni element (Marcil in sod., 2010). V skupini, ki je prejemala
kombinacijo obeh tokoferolov, je bil znizano izrazen tudi ATF4, ki inducira izrazanje
HMOXL1 in je vpleten v obrambo pred oksidacijskim stresom (Alam in sod., 1999, He in
sod., 2001), na podlagi ¢esar lahko sklepamo, da oksidacijski stres v tej skupini ni bil
tako izrazit. HMOX1 je bil prav tako v tej skupini nizje izrazen, povi$ano izrazen je bil v
tej skupini gen, ki kodira GSTOL. Isti gen je bil v skupini a znizano izrazen. Enak vpliv
a-tokoferola smo ugotovili pri genih, ki kodirata GSTA3 in GSTM2. Vsi trije geni so iz
skupine, ki kodirajo sintezo glutation S-transferaz. Delovanje GSTO1 naj bi se odrazalo
pri redukciji dehidroaskorbata (Whitbread in sod., 2005), GSTA delujejo kot glutation
peroksidaze (Board, 1998), GSTM sodelujejo pri detoksifikaciji elektrofilnih substanc
(Vorachek in sod., 1991).

Oksidacijski stres vpliva tudi na izrazanje MAPK fosfataz, imenovanih tudi DUSP, te
spadajo v druzino proteinov, ki katalizirajo inaktivacijo MAPK in s tem sodelujejo pri
koordinaciji celiénih procesov, kot sta proliferacija in apoptoza (Theodosiou in
Ashworth, 2002). Oksidacija zavira delovanje teh fosfataz, saj so tarCa reaktivnih
kisikovih spojin. Gen, ki kodira DUSP16 (tudi MPK?7), je bil povisano izrazen v vseh
treh skupinah, ki so prejemale dodatek vitamina E. KieBling in sod. (2010) poroc¢ajo, da
je zaradi delovanja reaktivnih Kisikovih spojin prislo do inhibicije MPK7 in posledi¢no
do pojava vnetnih procesov in apoptoze. Inhibicija MPK je namre¢ povzrocila
defosforilacijo JNK, zaradi ¢esar je priSlo do veljega izraZanja pro-apoptotiCnega
proteina BIM. Podobno so pokazali tudi Kamata in sod. (2005). V njihovem delu je
zaradi delovanja TNFo prislo do produkcije reaktivnih kisikovih spojin, kar je
povzrocilo povecano aktivnost INK, posledi¢no do spros¢anja citokroma c in sprostitve
kaspaze c, kar je na koncu privedlo do nekroti¢ne celi¢ne smrti.

Na podlagi znizano izrazenih genov, ki so vpleteni v eliminacijo reaktivnih Kisikovih
spojin, lahko tudi s pomocjo rezultatov mikromreZ sklepamo na manjSo prisotnost
oksidacijskega stresa pri piS€ancih, ki so prejemali dodatek vitamina E v krmo.
Zanimivo je, da je bilo najvecji vpliv opaziti pri skupini, ki je prejemala kombinacijo
obeh tokoferolov. Fenotipski rezultati sicer kazejo, da je bil oksidacijski stres v
najmanjsi meri prisoten v skupini, ki je prejemala 67 mg/kg a-tokoferola, vendar je bilo
mogoce pri nekaterih parametrih podoben vpliv zaslediti tudi pri skupini, ki je
prejemala kombinacijo obeh tokoferolov. S povezavo rezultatov transkriptomskih in
metabolomskih analiz lahko sklepamo, da je z dodajanjem zadostnih koli¢in a-
tokoferola in kombinacije a- in y-tokoferola v krmo piScancev, ki je sicer podvrzena
lipidni oksidaciji, v veliki meri mozno prepreciti poskodbe, ki so posledica delovanja
prostih radikalov.
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5.3.2.3 Vpliv izomer vitamina E na izrazanje genov, ki so povezani z vnetnimi in
imunskimi procesi

O vlogi a-tokoferola pri regulaciji imunskih in vnetnih procesov pri pis¢ancih porocajo
Xiao in sod. (2011). Znizano izraZanje IL6 v vranici pri pi$¢ancih, ki so prejemali
naravni vir a-tokoferola, so ugotovili Kaiser in sod. (2012) in s tem sklepali na manjsi
vnetni odziv pri teh zivalih. V nasi raziskavi se je vpliv vitamina E na izrazanje genov,
ki so vpleteni v tovrstne procese pokazal predvsem pri skupini, ki je prejemala y-
tokoferol, v manjsi meri tudi pri skupini, ki je prejemala kombinacijo obeh tokoferolov.

Vlogo a-tokoferola pri preprecevanju celi¢ne smrti so ugotovili Gonzales in sod. (2007),
ki so preucevali delovanje te izomere vitamina E v kulturi ¢loveskih hepatocitov
izpostavljenih D-galaktozaminu. V njihovi raziskavi je preko vpliva a-tokoferola na
PPARa prislo do manjse aktivnosti NF-kB in NOS-2. Na izrazanje NF-xB, ki je glavni
regulator v pogojih stresa, sicer vpliva veliko razli¢nih dejavnikov, od LPS, TNF-a in
ostalih citokinov, vse do zunanjih stresnih dejavnikov. Je glavni negativni regulator
programirane celi¢ne smrti, predvsem pri odzivu na TNFa in njemu podobne citokine
(Karin in Lin, 2002). Wu in sod. (2009) so na primer v svoji raziskavi pokazali, da
daljsa izpostavljenost pogojem oksidativnega stresa vpliva na celicno signaliziranje
vpleteno v aktivacijo NF-xB. V nasi raziskavi je bil pri skupinah y in oty visje kot v
pozitivni kontrolni skupini izrazen gen NFKBIA, ki je znan kot inhibitor delovanja NF-
kB.

Med skupinama Kont+ in y je bilo razli¢no izrazenih kar nekaj genov iz vrst IRF. Ti
proteini uravnavajo transkripcijo interferonov. IRF-1 in IRF-2 sta znana transkripcijska
faktorja vpletena v regulacijo interferonov, s tem da IRF-1 deluje kot transkripcijski
aktivator, IRF-2 pa zmanjSuje delovanje IRF-1 (Harada in sod., 1994; Tanaka in sod.,
1993). IRF1 je bil pri skupini y nizje izrazen kot v kontrolni skupini, izrazanje IRF2 je
bilo v skupinah y in a+y povisano. Gen IRF4 je bil v skupini y 1,3-krat nizje izrazen.
Negishi in sod. (2005) poro¢ajo o vlogi IRF-4 pri negativni povratni regulaciji TLR
signaliziranja. Tudi IRF8 je bil v obeh skupinah, Ki sta prejemali y-tokoferol, znizano
izrazen, Ceprav je bila statisti¢na znacilnost pri skupini, ki je prejemala kombinacijo
obeh tokoferolov, nekoliko manjsa. Ta protein je sicer dobro izraZzen v imunskem
sistemu, nanj vpliva IFN-y, pomemben je predvsem njegov vpliv na delovanje
makrofagov (Kuwata in sod., 2002). Tudi IRF10 igra vlogo pri uravnavanju imunskega
sistema, saj uravnava izrazanje nekaterih genov, ki so tar¢e IFN-y (Nehyba in sod.,
2002). Ta gen je bil pri skupinah y in a+y 1,2-krat nizje izrazen kot v Kont+. Dodatek
samo o-tokoferola ni vplival na izraZanje nobenega izmed zgoraj nastetih genov.

Na vlogo y-tokoferola pri uravnavanju imunskih procesov kaze slabsa izrazenost LY96 v
skupini y. LY96 kodira protein MD-2, poznan tudi pod angleskim imenom lymphocyte
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antigen 96, ki se veze na lipopolisharide in s tem vpliva na aktivacijo receptorja TLR4
(Shimazu in sod., 1999). Tudi TLR2-2 je bil znizano izrazen v skupinah vy in o+y, v teh
skupinah je bilo znizano tudi izrazanje RSFR, gena, ki kodira nastanek baktericidne
levkocitne ribonukleaze A-2 (Nitto in sod., 2006).

Tudi razlike v izrazanju genov, ki kodirata FST in INHBA nakazujejo vlogo vitamina E
pri regulaciji vnetnih procesov. Stimulacijo INHBA povzro¢ijo vnetni citokini, medtem
ko FST inhibira delovanje aktivina A (Jones in sod., 2004; de Kretser in sod., 2012). V
nasi raziskavi je na povisano izrazanje FST vplival dodatek y-tokoferola in kombinacije
obeh tokoferolov, medtem ko je bila statistina znacilnost pri skupini o nekoliko slabsa
(P=0,06). V skladu z boljsim izrazanjem FST je bil INHBA v skupinah y in a+y znizano
izrazen. Pomembno vlogo pri aktivaciji T-celic ima ICER, ki je bil v vseh treh skupinah
v primerjavi s pozitivno kontrolo povisano izrazen. V Studiji Bodorja in sod. (2001) je
pri transgenskih timocitih, pri katerih je bilo povecano izrazanje proteina ICER, prislo
do zmanjs$anja koncentracije IL-2 in INF-y, hkrati pri teh celicah ni pri§lo do izrazanja
genov, ki kodirajo makrofagne vnetne proteine o in f (MIP-1a in MIP-1).

Na podlagi analize transkriptoma lahko povzamemo, da na izrazanje genov, ki so
vpleteni v regulacijo imunskega sistema vpliva predvsem dodatek y-tokoferola, saj je do
razlik pri izrazanju tovrstnih genov prislo predvsem pri skupini y, v manjsi meri tudi v
skupini, ki je prejemala kombinacijo obeh tokoferolov. Dodatek samo a-tokoferola
skoraj ni vplival na izraZanje genov, ki sodelujejo pri regulaciji imunskega sistema. V
tej smeri se zdi zanimivo tudi opazanje, ki smo ga zasledili pri ocenjevanju poskodb
DNA limfocitov. Ucinkovitost delovanja y-tokoferola se je pri fenotipskih analizah
pokazala samo pri tej metodi. Ucinka y-tokoferola pri ostalih analizah, s pomocjo
katerih smo ocenjevali vpliv razli¢nih oblik vitamina E na preprecevanje oksidacijskega
stresa pri piscancih, nismo ugotovili. Na podlagi analiz transkriptoma v kombinaciji z
rezultati kometnega testa lahko sklepamo, da se delovanje y-tokoferola kaze predvsem
pri imunskem sistemu, vendar bi za toc¢nejSe zakljucke potrebovali dodatne analize, s
katerimi bi dokazali, da y-tokoferol v pogojih oksidacijskega stresa sodeluje pri
eliminaciji reaktivnih duSikovih spojin, v nasprotju z a-tokoferolom, ki je u€inkovit pri
preprecevanju poskodb zaradi delovanja kisikovih radikalov.
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6

SKLEPI

Na podlagi rezultatov raziskave lahko podamo naslednje sklepe:

Krmljenje lanenega olja, ki je bogato z n-3 VNMK je povecalo oksidacijski stres v
organizmu in lipidno oksidacijo v piSan¢jem mesu.

Dodatek 67 mg RRR-o-tokoferola (100 IU vitamina E) na kg krme je zmanjsal
poskodbe DNA limfocitov, povecal antioksidacijski status krvne plazme in zmanjsal
lipidno oksidacijo v krvni plazmi. Poleg tega je krmljenje a-tokoferola povecalo
oksidacijsko stabilnost piscan¢jega mesa. Njegov vpliv lahko pripiSemo veliki
retenciji a-tokoferola v organizmu, ki se je razlikovala v posameznih tkivih. Najvec¢
a-tokoferola je vsebovala sréna misica, najmanj mozgani.

Dodatek 67 mg RRR-y-tokoferola na kg krme je zmanjsal poskodbe DNA
limfocitov, vendar ni imel vpliva na antioksidacijski status krvne plazme in na obseg
lipidne oksidacije v organizmu. Prav tako ni vplival na povefano stabilnost
pis¢ancjega mesa. Retencija y-tokoferola v organizmu je bila veliko manjSa kot
retencija a-tokoferola in se je razlikovala v posameznih tkivih. Najve¢ y-tokoferola
se je nalozilo v trebusni mascobi, najmanj v mozganih.

Dodatek kombinacije polovi¢nih koli¢in obeh tokoferolov je zmanjSal poskodbe
DNA limfocitov, nekoliko povecal antioksidacijski status v krvni plazmi in zmanjSal
lipidno oksidacijo v organizmu. Pri preprecevanju oksidacije mascob v pis¢ancjem
mesu kombinacija ni bila tako u¢inkovita kot 67 mg/kg RRR-a-tokoferola.

Pri preucevanju vpliva krmljenja lanenega olja na jetrni transkriptom smo ugotovili
vpliv na gene, ki so vpleteni v presnovo mascob in holesterola. Na podlagi razlik v
izrazanju genov smo ugotovili, da je pri piS€ancih, ki so prejemali laneno olje, prislo
do manjsega izgorevanja mascob in vecjega obsega lipogeneze, sinteza holesterola
je bila glede na rezultate mikromreZ pri piS€ancih, ki so zauzivali laneno olje, vecja.
Razli¢no izraZeni geni, ki so povezani z regulacijo oksidacijskega stresa, potrjujejo
fenotipske rezultate o vplivu krmljenja VNMK na povecanje oksidacijskega stresa v
organizmu.

Vpliv vitamina E na transkriptom se je pokazal pri genih, ki so vpleteni v presnovo
mascob in holesterola. Pri vseh treh skupinah, ki so prejemale vitamin E, rezultati
mikromrez nakazujejo na povecano izgorevanje mascob. Pri presnovi holesterola je
bil vpliv najbolj ociten pri skupini, ki je prejemala 67 mg/kg a-tokoferola. Pri tej
skupini so bili geni, ki so vpleteni v biosintezo holesterola znizano izrazeni. Vpliv
na gene, ki so povezani z imunskimi in vnetnimi procesi, je bil opazen predvsem pri
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skupini, ki je prejemala y-tokoferol, v nekoliko manjsi meri tudi pri skupini, ki je
prejemala kombinacijo obeh tokoferolov. Na podlagi znizano izrazenih genov, ki so
vpleteni v eliminacijo reaktivnih kisikovih spojin, lahko tudi s pomoc¢jo rezultatov
mikromreZ sklepamo na manjSo prisotnost oksidacijskega stresa pri pisc¢ancih, ki so
prejemali dodatek vitamina E v krmo. Zanimivo je, da je bilo najvecji vpliv opaziti
pri skupini, ki je prejemala kombinacijo obeh tokoferolov.

e Na podlagi rezultatov raziskave smo prepri¢ani o ucinkovitosti a-tokoferola pri
zmanjSevanju oksidacijskega stresa in vivo in povecanju lipidne stabilnosti
pis¢anCjega mesa. V tem smislu je bila ucinkovita tudi kombinacija obeh
tokoferolov. Ker se je vpliv y-tokoferola pokazal pri procesih, ki jih v raziskavi
nismo natancneje raziskali, S tem mislimo na vlogo pri imunskih in vnetnih
procesih, bi bile smiselne raziskave, ki bi natanéneje raziskale tudi to podro¢je. S
tem bi pri piS¢ancih dobili zaokrozen pogled na delovanje obeh oblik tokoferolov.
Poleg tega se je v raziskavi pokazalo zanimivo odkritje, ki zadeva ugodno delovanje
kombinacije polovi¢nih koli¢in obeh tokoferolov. Tudi v tej smeri bi bile za
natanc¢nejSo interpretacijo potrebne dodatne raziskave, na podlagi katerih bi lahko z
gotovostjo trdili, da je delovanje a- in y-tokoferola sinergisti¢no.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1 POVZETEK

Pravilna prehrana domacih zivali je potrebna za zagotavljanje pokritja njihovih potreb
in je pomemben dejavnik pri prepreevanju razvoja razli¢nih bolezni. Pravilna prehrana
zivali je pomembna tudi z vidika zagotavljanja kakovostne hrane za potrosnika, saj je
meso Vvir kakovostnih beljakovin, vitaminov in mineralnih snovi, ki jih s hrano
rastlinskega izvora tezje zagotovimo. Podobno velja za druge zivalske produkte. S strani
potro$nika so problemati¢ne zivalske mascobe, Ki pogosto vsebujejo velik delez
nasi¢enih maséobnih kislin (NMK) in holesterola, ki so v primeru, da jih zauzivamo v
prevelikih koli¢inah lahko povod za razvoj razlicnih bolezni. Ker lahko na
mascobnokislinsko sestavo mesa in zivalskih proizvodov vplivamo predvsem s pravilno
prehrano, se v zadnjem c¢asu na trziS¢u pojavlja vse ve¢ primerov tako imenovane
funkcionalne hrane. Dober primer take prakse je z n-3 veckrat nenasic¢enimi kislinami
(VNMK) obogateno meso, teh mascobnih kislin namre¢ v prehrani sodobnega ¢loveka
primanjkuje. Ker je tovrstno meso bolj dovzetno za poskodbe, ki so posledica delovanja
prostih radikalov, je bolj pokvarljivo, spremeni se njegov videz, okus in tekstura. Zaradi
vefjega zauzivanja teh masCobnih kislin tudi v samem organizmu prihaja do
oksidativnih sprememb, ki lahko vodijo v razvoj razli¢nih bolezni. Zato je v prehrani
zivali, ki zauzivajo povecane koli¢ine VNMK, potrebno zagotoviti zadostne koli¢ine
antioksidantov, ki preprecujejo oksidativne spremembe tako v organizmu kot tudi v
mesu in Zivalskih proizvodih.

Ker je vitamin E eden najbolj ucinkovitih antioksidantov, ki preprecujejo oksidativne
spremembe v mas¢obnem okolju, smo se odloc¢ili za raziskavo, v kateri smo preucevali
vpliv a- in y-tokoferola na preprecevanje lipidne oksidacije in vivo in v mesu. Delovanje
a-tokoferola je na tem podrocju sicer dobro raziskano in veckrat potrjeno, v nasprotju se
o delovanju y-tokoferola ne ve prav veliko. V okviru raziskave smo se odloc¢ili preuciti
tudi vpliv teh dveh tokoferolov na transkripcijo genov, ki pri piséancih prav tako ni
podrobneje raziskan.

Izvedli smo prehranski poskus, v katerega smo vkljucili 46 en dan starih piS¢ancev
ROSS 308 in jih 30 dni krmili s posebej za poskus pripravljeno krmo. Razdelili smo jih
v pet skupin. Za kontrolo smo uporabili dve skupini, katerih krma se je razlikovala v
viru mascobe. Negativna kontrola (Kont-, N=10) je prejemala 5 % palmine masti, ki
vsebuje predvsem NMK in zato ni dovzetna na oksidativne spremembe, pozitivna
kontrola (Kont+, N=10) je prejemala isto koli¢ino lanenega olja, ki je dober vir n-3
veckrat nenasicene a-linolenske kisline. V poskus smo vkljucili tri skupine, ki so prav
tako prejemale 5 % lanenega olja, vendar so imele dodane vecje koli¢ine vitamina E.
Skupina a (N=10) je imela krmi dodanih 67 mg/kg RRR-a-tokoferola, skupina y (N=8)
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isto koli¢ino RRR-y-tokoferola, skupina a+y (N=8) je imela dodani polovi¢ni koli¢ini
obeh tokoferolov. Kontrolni skupini sta prejemali le koli¢ino, ki po priporocilih
zadostuje za pokritje osnovnih potreb pri piS¢ancih pitancih, to je 10 mg/kg a-tokoferil
acetata. Tekom poskusa smo spremljali prirast in zauzivanje krme, po koncanem
poskusu pa zivali zrtvovali in odvzeli vzorce krvi in tkiv za analize. Iz krvi smo izolirali
limfocite in z analizo kometnega testa dolo¢ili stopnjo poSkodb DNA. V krvni plazmi
smo analizirali koncentracije malondialdehida (MDA), koncentraciji a- in y- tokoferola,
trigliceridov in holesterola ter na dva nacina izmerili antioksidativno kapaciteto (ACL in
FRAP). Malondialdehid smo dolo¢ili tudi v vzorcih jeter. V razli¢nih vzorcih tkiv (jetra,
srce, prsna in stegenska miSica, abdominalna masScoba, mozgani) smo dolocili
koncentraciji obeh tokoferolov. V vzorcih jeter, prsne in stegenske miSice smo
analizirali mas¢obnokislinsko sestavo. Vzorce obeh misic smo shranjevali pri razli¢nih
pogojih (svezi, 6 dni pri 4 °C, ter 2 in 4 mesece pri -20 °C) in v njih dolo¢ili
koncentracijo MDA. Pri Zrtvovanju smo posebej odvzeli vzorce jeter, iz katerih smo
izolirali RNA in s pomoc¢jo analize mikromreZz dolo€ili razlike v izrazanju genov.
Izbrane gene smo potrdili Se z RT-qPCR.

Pri ovrednotenju rezultatov smo ugotovili, da krmljenje lanenega olja poveca
oksidacijski stres tako v organizmu kot v mesu zivali, o ¢emer smo sklepali iz
povecanih koncentracij MDA v krvni plazmi, jetrih in mesu. Na antioksidativno
kapaciteto krmljenje lanenega olja ni vplivalo, prav tako ne na poSkodbe DNA
limfocitov. Velike so bile razlike v mas¢obnokislinski sestavi obeh misic in jeter, saj je
bil delez VNMK pri Kont+ veliko vecji, v skladu s tem je bil delez NMK man;jsi. Pri
analizi jetrnega transkriptoma smo ugotovili, da ima krmljenje lanenega olja v
primerjavi s palmino mastjo vpliv predvsem na gene, ki so vpleteni v presnovo mascob
in holesterola in na gene povezane z oksidacijskim stresom. Z uposStevanjem delovanja
genov, ki so bili razli¢no izrazeni, smo ugotovili, da je v nasi raziskavi zaradi krmljenja
lanenega olja prislo do manjSega izgorevanja mascob, povecanega obsega lipogeneze in
povecane sinteze holesterola.

Pri preucevanju vpliva vitamina E na preprecevanje oksidacijskega stresa v organizmu
smo ugotovili, da je ucinkovit predvsem a-tokoferol. Pri skupini o smo opazili
zmanjSane koncentracije MDA tako v krvni plazmi kot tudi v mesu shranjenem na
razli¢ne nacine. Antioksidativna kapaciteta krvne plazme je bila pri skupini o najvecja.
Pri skupini a+y so bili rezultati, ki zadevajo oksidacijski stres nekoliko slabsi, je pa bil
vpliv na zmanjSanje MDA v jetrih najve¢ji pri tej skupini. y-Tokoferol se pri
preprecevanju oksidacijskega stresa v organizmu ni izkazal kot u¢inkovit. Rezultati so
bili v vecini primerov primerljivi S Kont+. Njegova slabsa u€inkovitost je najverjetneje
posledica slabse inkorporacije te oblike v jetrih, saj so bile koncentracije y-tokoferola v
krvni plazmi in drugih analiziranih tkivih v primerjavi z a-tokoferolom veliko manjse.
Vpliv y-tokoferola smo zasledili le pri zmanjsanju poskodb DNA limfocitov, pri ¢emer
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sta bili obe obliki tokoferola in njuna kombinacija enako ucinkoviti. Zanimiv je tudi
rezultat, ki zadeva maScobnokislinsko sestavo, v stegnih je bil delez dolgoveriznih
VNMK najvecji ravno v skupini, ki je prejemala y-tokoferol.

Pri vplivu vitamina E na transkriptom smo ugotovili, da se pri krmljenju obeh
tokoferolov in njune kombinacije spremeni transkripcija genov, ki so povezani s
presnovo mascob. V vseh treh skupinah smo glede na razlike v izrazanju genov v
primerjavi s Kont+ sklepali na vecje izgorevanje mascob v jetrih. Pri skupini o je bil
najbolj opazen vpliv na znizano izrazanje genov, Ki so vpleteni v biosintezo holesterola,
Ceprav fenotipski rezultati koncentracije holesterola v krvni plazmi tega opazanja niso
potrdili. Pri vseh treh skupinah se je pokazal vpliv na izrazanje genov, ki so vpleteni v
regulacijo oksidacijskega stresa, pri skupini y dodatno na gene, ki so povezani
imunostjo in regulacijo vnetnih procesov.

Rezultati raziskave potrjujejo hipotezo, da se zaradi krmljenja lanenega olja poveca
oksidacijski stres v organizmu, ki ga lahko ucinkovito prepre¢imo z dodajanjem
zadostnih koli¢in a-tokoferola v krmo. Pri nekaterih parametrih je ucinkovita tudi
poloviéna kombinacija obeh oblik. y-Tokoferolu glede na rezultate raziskave
antioksidativne vloge predvsem zaradi manjSe retencije v organizmu ne moremo
pripisati, SO pa zanimivi rezultati, ki kazejo na njegovo vlogo pri imunskih in vnetnih
procesih.
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7.2 SUMMARY

Proper nutrition of farm animals is necessary to cover the animal's needs and is an
important factor in preventing the development of various diseases. It is also important
in terms of providing quality food to the consumer, as meat is a source of high quality
proteins, vitamins and minerals. These are hardly provided by a sole vegetarian diet.
The same is true for other animal products. On the other side, the meat and animal
products often contain high proportions of saturated fat and cholesterol, which in the
case that they are consumed in excess, may give rise to the development of various
diseases. Since the fatty acid composition of meat and animal products is influenced
mainly by a proper diet, the market offers more and more products of so-called
functional foods. A good example of this practice is the n-3 polyunsaturated fatty acids
(PUFA) enriched meat. The nutrition of a modern man is often deficient of these fatty
acids. However, such meat is more susceptible to damage caused by the action of free
radicals, which can modify its appearance, taste and texture. The increased intake of
these fatty acids also leads to oxidative modifications in the organism, which may give
rise to the development of various diseases. Therefore, the sufficient amounts of
antioxidants are needed in such diets to prevent oxidative changes.

Since vitamin E is one of the most effective antioxidants which prevent oxidative
changes in fatty environment, we decided to investigate the effect of a-and y-tocopherol
in the prevention of lipid oxidation in vivo and in meat. The role of a-tocopherol in this
area has been well investigated, in contrast to y-tocopherol which hasn't been well
explored. The impact of these two tocopherols on the transcription of genes was also
evaluated. The role of vitamin E in this matter has namely been in chickens poorly
studied.

For these purposes we carried out a 30 day nutritional trial, which included 46 one-day
old chickens ROSS 308. The animals were divided into five groups. For control, we
used two groups which feed differed in the source of fat. The negative control (Kont-,
N=10) received 5 % of palm fat. It contains mainly saturated fatty acids and is therefore
not susceptible to oxidative changes. The positive control (Kont +, N=10) received the
same quantity of linseed oil, which is a good source of the n-3 polyunsaturated o-
linolenic acid. The experiment also included three groups, which were treated with 5 %
of linseed oil, but had a higher amount of added vitamin E. Group o (N=10) received 67
mg/kg of RRR-a-tocopherol, group y (N=8) the same amount of RRR-y-tocopherol and
a+y (N=8) half amounts of the two forms. The control groups received only the amount
of vitamin E that is recommended to cover basic needs in chickens, that is 10 mg/kg of
a-tocopheryl acetate. During the experiment we monitored weight gain and feed intake,
at the end of the experiment the animals were sacrificed and samples of blood and
tissues were collected for analysis. Lymphocytes were isolated from blood, and using
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the comet assay the degree of DNA damage was determined. Blood plasma was
analysed for the concentration of malondialdehyde (MDA), the concentration of a-and
y-tocopherol, triglycerides and cholesterol. Antioxidant capacity was measured in two
different manners (antioxidant capacity of lipid soluble compounds - ACL and ferric
reducing antioxidant power - FRAP). Malondialdehyde was determined also in liver
samples. The concentration of tocopherols was determined in various tissue samples
(liver, heart, breast and thigh muscle, abdominal fat, brain). The samples of liver, breast
and thigh muscles were analysed for the fatty acid composition. The samples of both
muscles were stored under different conditions (fresh, 6 days at 4°C, and 2 and 4
months at -20 °C), and the concentration of MDA in these samples was determined. At
sacrifice we also collected samples of liver from which RNA was isolated and through
the microarray analysis the differences in gene expression were determined. The
selected differentially expressed genes were confirmed by the RT-qPCR.

The evaluation of the results showed that feeding linseed oil increased the oxidative
stress in chicken organism and in meat. This conclusion was made due to the increased
plasma and liver MDA and MDA concentration in meat of the group Kont+ relative to
the Kont-. Feeding linseed oil had no effect on the antioxidant capacity and on
lymphocyte DNA damage. There were significant differences found in the fatty acid
composition of both muscles and liver, as the proportion of PUFA in Kont+ was much
higher. In line with this, the proportion of saturated fatty acids was lower. In the liver
transcriptome analysis, we found that feeding linseed oil in relation to palm fat mainly
affected genes involved in lipid and cholesterol metabolism and also influenced the
genes associated with oxidative stress. By following the functioning of the genes which
were differently expressed, we found that feeding linseed oil reduced mitochondrial fat
oxidation, increased the degree of lipogenesis and increased the synthesis of cholesterol.

Examining the effect of vitamin E in the prevention of oxidative stress in the organism,
we discovered that a-tocopherol is the most effective form of vitamin E in this manner.
In the case of group a, we observed reduced plasma MDA levels and reduced MDA
levels in meat stored at various conditions. Antioxidant capacity of blood plasma was
the largest in group a. The combination of both tocopherols was not as effective as a-
tocopherol alone, although the reduced liver MDA concentrations indicated its
efficiency. y-Tocopherol showed no effect in the prevention of oxidative stress in the
organism. The results were comparable with those of the group Kont+. Its poor
efficiency is most likely due to its poor incorporation in the liver, since its concentration
was in comparison to a-tocopherol much lower. The impact of y-tocopherol was
observed only in the reduction of the lymphocyte DNA damage. Both tocopherols,
either alone or in combination showed the same results. Interesting are the results
concerning the fatty acid composition, since the proportion of long-chain PUFA in the
thigh muscle were the highest in group that received y-tocopherol.
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The microarray analysis results revealed that feeding both tocopherols and their
combination modified the transcription of genes that are involved in lipid metabolism.
Considering differences in the transcription of genes in all three groups that were given
tocopherols relative to the Kont+, we concluded that vitamin E stimulates mitochondrial
oxidation of lipids. a-Tocopherol also influenced the genes involved in cholesterol
biosynthesis, indicating lower cholesterol synthesis in group receiving a-tocopherol.
However, plasma cholesterol concentrations did not confirm these findings. The
influence on the transcription of genes involved in the regulation of oxidative stress was
found in all three groups supplemented with tocopherols. In group v, the influence on
genes related to immune and inflammatory processes was also found.

The results of the experiment are in accordance with the hypothesis stating that feeding
linseed oil increases the susceptibility to oxidative stress, which can be prevented by the
addition of o-tocopherol to the chicken diet. For certain parameters, the half
combination of a- and y-tocopherol was also sufficient. y-Tocopherol alone showed no
effect in the prevention of oxidative stress, which is most likely attributed to its poor
retention in the organism. However, interesting are the results indicating its role in
immune and inflammatory processes.
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PRILOGE

Priloga A: Seznam oligonukleotidnih zaCetnikov, uporabljenih pri RT-gPCR
Annex A: The list of primers used in quantitative RT-PCR

Gen Access Smiselni zacetni oligonukleotid (5'-3") Dolzina Ucinkovitost

number pomnoZenih zacetnega

(mMRNA) fragmentov  oligonukleotid

(bp) a

AOC3 XM_418136 TCTGGGTGCTAACACCTTCC 184 1,71
GTGAGTGGGAACTGCTGGAT

COQ10B  XM_421913 GGACGTGTACCTTGGATTTTG 99 1,99
CCATCTGCTTTACCACTTCATC

DIO3 NM_0011226 GCCTGCATCCTCCTCTTTC 88 1,70
48 TCAGCATCTTCTTGCGAATG

DUSP16  XM_428887 CATTCAGCATTCAGCAAAACA 99 2,00
TCAGGTGAGAGAGAGGTCACA

FST NM_205200 GATGAGCTCTGCCCTGAAAG 169 1,88
CTTCTTCCTCTGGGTCTTCG

GALE XM_0012337 ACACATCGCTGCTTTGAAGA 164 1,99
81 CATCTGCAGGACAGAGTAGCC

HMGCL  XM_417834 TGGTGTGAGTTACCCAGTGC 95 2,00
ATGCTGCTCCAAAGATGGAC

OSGIN1 ~ XM_414073 AAGAGGCAGTGGATGTGTCC 83 2,00
CACAGGGCTGTTGGATCTTC

PDK4 XM_418671 CAGCTACTGCAGGTTGAAGC 102 2,00
AAAGCTGCTATTTGCAAGCAC

PIK3R1 XM_0012322 TAAGGGATGCCATTTGTTCC 168 1,83
35 CCCTTAACGAAGCCCTAAGC

SIK1 NM_204682 AGCGACTCTGCCTTCAGTTC 98 1,81
TGATCCACGGCATTTAAACA

EIF2A NM_0010313 CATGAAGCAAAGAAAGCTGCTA 90 1,80
23 TCGTGGTGTATTCTGTGATGC

PPIB NM_205461 GTGGAGAACTTCGTGGCTTT 98 1,91
CCTCCCTGGATCATGAAGTC

RPL4 NM_0010079 TTATGCCATCTGTTCTGCC 235 1,82
67 GCGATTCCTCATCTTACCCT

RPLPO NM_204987 GGGCACCTGGAGAACAAC 98 2,00

GGTCAGATCCTCCTTGGTGA
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