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LISTA SKRACENICA

AA-arahidonska kiselina

ACP-acil noseci protein

ALA-a linoleinska kiselina

ALT-alanin aminotransferaza

APO-apolipoprotein

AST-aspartat aminotransferaza

ATP-adenozin trifosfat

BHT-butilovani hidroksitoluen

BMaI-indeks telesne mase (engl. body mass index)
CACO-heterogeni humani epitel kolorektalnog adenokarcinoma ¢elije
CAT- katalaza

CLA-konjugovana linolna kiselina

CoA- koenzim A

CPT-1-karnitin palmitoil-transferaza-1
DCFH-DA-diholoro-dihidro-fluorescin diacetat
DGLA-dihomo-gama-linolna kiselina

DHA- dokozaheksaenska kiselina

DMSO-dimetil sulfoksid

DPA- dokozapentaenska kiselina
DPPH-2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

EA-elaginska kiselina

EC-SOD-ekstracelularna superoksid dismutaza
EPA-eikozapentaenska kiselina

ER-eritrociti

EDTA-etilendiamintetrasiréetna kiselina
EFSA-Evropska agencija za bezbednost hrane (engl. European Food Safety)
FAD-flavin adenin dinukleotid (oksidovana forma)
FADH-flavin adenin dinukleotid (redukovana forma)
FAS-sintaza masnih kiselina

FC-Folin Ciocalteu

FL-fosfolipidi



GAE-ekvivalent galne kiseline

GLC-gasno tecna hromatografija

GSH- glutation

GSSH-glutation disulfid

GPx- glutation peroksidaza

GST- glutation S-transferaza

HDL-lipoproteini velike gustine (engl. High Density Lipoprotein)
HOL-holesterol

HPLC-te¢na hromatografija pod visokim pritiskom (engl. High Presure Liquid
Chromatography)

Hb-hemoglobin

IDL-intermedijerni lipoprotein

IL- interleukin

INFy-interferon gama
INT-2-(4-jodofenil)-3(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum hlorid
LA-linolna kiselina

LDL-lipoproteini male gustine (engl. Low Density Lipoprotein)
LP-lipoprotein

KVB-kardiovaskularne bolesti

MDA-malondialdehid

MK- masne kiseline

MUFA-mononezasi¢ene masne kiseline (engl. Monounsaturated Fatty Acid)
MetS-metabolicki sindrom

MnSOD-mangan superoksid dismutaza
NADPH-nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfat (redukovana forma)
NAD*- nikotinamid-adenin-dinukleotid (oksidovana forma)
NBT- engl. Nitro Blue Tetrazolium

NOS- azot oksid sintaza (engl. nitric oxide synthase)
PA-palmitisnka kiselina

PBS-fosfatni pufer (engl. Phosphate-Buffered Saline)
PG-prostaglandin

PLA-palmitoleinska kiselina



PPARs-engl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors
PUFA-polinezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated Fatty Acid)
ROS- reaktivne vrste kiseonika (engl. Reactive Oxygen Species)

RNS- reaktivne vrste azota (engl. Reactive Nitrogen Species)
SA-stearinska kiselina

SDS-natrijum dodecil sulfat (engl. Dodium Dodecyl Sulfate)

SFA-zasi¢ene masne kiseline (engl. Saturated Fatty Acid)

SOD- superoksid dismutaza

TBA-tiobarbiturna kiselina

TBARS-engl. Tiobarbituric Acid Reactive Supstances

TCA-trihlorsiréetna kiselina

TG-trigliceridi

TLC-tankoslojna hromatografija

TNF-a- engl. Tumor Necrosis Factor-a

TPH-triptofan hidroksilaza

URO-urolitini

VHDL-lipoproteinske ¢estice veoma visoke gustine (engl. Very High Density
Lipoprotein)

VLDL-lipoproteinske Cestice veoma niske gustine (engl. Very Low Density
Lipoprotein)
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BIOLOSKO DELOVANJE POLIFENOLA NARA (Punica granatum L.) NA
PARAMETRE OKSIDATIVNOG STRESA | MASNOKISELINSKI PROFIL
FOSFOLIPIDA PLAZME | ERITROCITA OSOBA SA METABOLICKIM
SINDROMOM

SAZETAK
Skup visestrukih kardiometaboli¢kih poremecaja povezanih sa ishranom koji obuhvata
izmenjen metabolizam glukoze i insulina, centralnu gojaznost, dislipidemiju i
hipertenziju, predstavlja metabolicki sindrom. Mnogobrojne epidemioloske studije
potvrdile su da ishrana bogata voéem smanjuje rizik od nastanka kardiovaskularnih
oboljenja. Zbog toga je cilj ove doktorske disertacije bio je da se ispita efekat kozumiranja
soka od nara na biohemijske parametre, krvni pritisak, metabolizam lipida i masnih
kiselina i biomarkere oksidativnog statusa u plazmi i eritrocitima, kod osoba oba pola, sa
metabolickim sindromom. Sprovedene su dve interventne studije, u trajanju od dve i Sest
nedelja, u kojima je bilo uklju¢eno ukupno 80 pacijenata sa metabolickim sindromom.
Pacijenti svake studije bili su nasumice podeljeni u dve grupe od kojih je interventna
konzumirala 300 ml soka od nara, dok je kontrolna grupa bila bez tretmana. Rezultati
istrazivanja su pokazali da je konzumiranje soka od nara u trajanju od dve nedelje dovelo
je do znacajnog smanjenja koncetracije LDL-holesterola u serumu, kao i do znacajnog
smanjenja nivoa dokozaheksaenske kiseline i povecanja procenjene aktivnosti A9
desaturaze u plazmi. Osim toga, u eritrocitima smo pokazali znac¢ajno povecanje nivoa
dihomo-gama-linolenske kiseline i dokozaheksaenske kiseline i smanjenje aktivnosti
glutation peroksidaze. Suplementacija sokom od nara, tokom 6 nedelja, dovela je do
znacajnog povecanja nivoa ukupnih zasi¢enih masnih kiselna u plazmi, kao i do
povecanja nivoa mononezasicenih masnih kiselina i smanjenja dokozaheksanenske
kiseline i aktivnosti glutation peroksidaze u eritrocitima. Nasi rezultati su pokazali da
konzumiranje soka od nara znacajno menja masnokiselinski profil plazme i eritrocita i
aktivnost enzima antioksidativne zastite, kod osoba sa metabolickim sindromom.
Kljuéne rec¢i: metabolicki sindrom, sok od nara, interventne studije, masno kiselinski
profili, enzimi antioksidativne zastite
Naucna oblast: biologija

Uza naucna oblast: fiziologija



BIOLOGICAL PROPERTIES OF POLYPHENOLS IN POMEGRANATE
(Punica granatum L.) ON THE OXIDATIVE STRESS AND FATTY ACID
PROFILE IN PLASMA AND ERYTHROCYTES IN PATIENTS WITH
METABOLIC SYNDROME

SUMMARY
Metabolic syndrome is a set of multiple cardiometabolic disorders associated with
nutrition including disturbance in metabolism of glucose and insulin, central obesity,
dyslipidemia, and hypertension. Numerous epidemiological studies have shown that a
diet rich in fruits reduces the risk of cardiovascular disease. Therefore, the aim of this
doctoral thesis was to investigate the effect of pomegranate juice on biochemical
parameters, blood pressure, metabolism of lipids and fatty acids and biomarkers of
oxidative status in plasma and erythrocytes, in both gender subjects with the metabolic
syndrome. There were two intervention trials, for a period of two and six weeks, in which
were included 80 subjects with the metabolic syndrome. Subjects in both trials were
randomly divided into two groups: intervention group consumed 300 ml of pomegranate
juice, the control group was untreated. The results showed that consumption of
pomegranate juice for a period of two weeks resulted in a significant decrease in the
concentration of LDL-cholesterol in serum, as well as a significant decrease in the level
of docosahexaenoic acid and an increase in the estimated activity of A9 desaturase activity
in plasma. Furthermore, we have shown a significant increase in the level of dihomo-
gamma-linolenic acid and docosahexaenoic acid and the decrease in the activity of
glutathione peroxidase in erythrocytes. Supplementation with pomegranate juice, for 6
weeks, resulted in a significant increase in the level of total saturated fatty acids in the
plasma, as well as increase the level of monounsaturated fatty acids and the decrease in

docosahexaenoic acid and glutathione peroxidase activity in erythrocytes.

Key words: metabolic syndrome, pomegranate juice, interventional studies, fatty acid
profile, antioxidative enyzmes

Scientific field: biology

Special topic: physiology



1. UvOD
1.1. Metabolicki sindrom

Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije, kardiovaskularne bolesti (KVB)
predstavljaju jedan od naj¢es¢ih uzroka smrti u Evropi (oko 48%), a i u nasoj zemlji su
na vode¢em mestu. (Nichols i sar 2012). Osim ekonomskih i drustvenih promena,
promene u nacinu zivota i navikama u ishrani u velikoj meri doprinose razvoju KVB.
Skup visestrukih kardiometabolickih poremecaja povezanih sa ishranom koji obuhvata
izmenjen metabolizam glukoze i insulina, centralnu (abdominalnu) gojaznost,
dislipidemiju (visok nivo triglicerida i lipoproteina male gustine (LDL-holesterola) nizak
i nivo lipoproteina velike gustine (HDL-holesterola)) i hipertenziju, naziva se metabolicki
sindrom (MetS) (Adult Treatment Panel I11, 2002) (Slika 1.). Na razvoj MetS, uti¢u jo$ i
etioloski faktori kao $to su genetska predispozicija i Zivotne navike, dok su ishrana i
izostanak fiziCke aktivnosti spoljasni faktori koji takode mogu uticati na neke
komponente Mets (Riccardi i Rivellese 2000, Vessby 2000, Adult Treatment Panel 111,
2002, Riccardi i sar. 2004). Osim navedenih i drugi poremecaji, kao §to su oSte¢en proces
fibrinolize 1 pojac¢ana koagulacija, koji predstavljaju znakove inflamacije i1 endotelne

disfunkcije, povezani su sa MetS (Adult Treatment Panel 111, 2002).

Proinflamatomi fenotip

MetS \

Giojaznost - . Poremeda)j u
(uglavnom - metabolizom
abdominalna) masnih kiselina

Slika 1. Trijada faktora koji doprinose razvoju metabolickog sindroma (prilagodeno iz
Lindsay ER i sar. 2007)

lako ne postoji jedinstvena definicija MetS, on se obi¢no definise prema kriterijumima

Nacionalnog edukativnog programa za leenje holesterola odraslih, panel 111 (NCEP)



(engl. National Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111), kao prisustvo
najmanje tri od pet navedenih faktora rizika:

e abdominalna gojaznost (obim struka >102 cm za muskarce i >88cm za Zene)

e Vvisok nivo triglicerida (>1.70 mmol/1)

e nizak nivo HDL-holesterola (<1.03 mmol/l kod muskaraca ili < 1.29 mmol/l kod

zena)
e visok krvni pritisak (>130/85 mm Hg kod poslednja dva merenja)
e visok nivo glukoze (>5.6 mmol/l). (Adult Treatment Panel 111, 2002)

ATP 11l panel ne zahteva rutinsko merenje nivoa insulina, proinflamatornog ili
protrombinskog stanja, §to je mnogo jednostavnije kako za uspostavljanje dijagnoze MetS
tako i propisivanja adekvatne terapije (Riccardi i Rivellese 2000, Vesshy 2000, Rivellese
i sar. 2003, Rasmussen i sar. 2006, Taki¢ i sar. 2009, Risti¢-Medi¢ i Vuci¢ 2013).
Osnovu MetS ¢ine izmenjena funkcija masnog tkiva i insulinska rezistencija (Anderson i
sar. 2001). Istovremeno, disfunkcionalno masno tkivo takode doprinosi razvoju
insulinske rezistencije (Anderson i sar. 2001). Naime, povecanje broja ¢elija masnog
tkiva sa jedne strane i infiltracija makrofaga u masno tkivo sa druge strane, doprinose
povecanju proizvodnje proinflamatornih citokina i vode ka otpornosti ¢elija na insulin.
Ipak, neki autori tvrde da je insulinska rezistencija primarni posrednik MetS (Robinson i
Graham 2004). Glukoza posredstvom insulina ulazi u masno tkivo preko glukoznog
transportera GLUT4. Kretanje i ugradivanje vezikula u kojima se nalaze glukozni
transporteri GLUT4 u plazma membranu stimulisana je insulinom. Insulin deluje
povecanjem transporta glukoze kroz svaki transporter, povecanjem broja funkcionalnih
transportera ili kombinacijom oba mehanizma. U odsustvu insulina, glukozni transporteri
ostaju unutar ¢elije Sto dovodi do spreCavanja ulaska glukoze u celiju. Insulinska
rezistencija u masnom tkivu povezana je sa smanjenjem broja i aktivnoséu GLUT4
transportera. (Abel ED et al. 2001).

Gojaznost je povezana sa smanjenom fizickom aktivnos$¢u, visokim unosom kalorija i
odredenim navikama u ishrani. Postoje razliciti tipovi gojaznosti ginoidni ili zenski tip
kod koga se masno tkivo nagomilava potkozno i to uglavnom u predelu butina, karli¢cnom
pojasu, na bedrima i u predelu zadnjice, dok se abdominalni, visceralini ili muski tip

gojaznosti karakterise nagomilavanjem masnog tkiva u predelu gornjeg dela trbuha,



ramenog pojasa kao i oko unutras$njih organa. Raspodela telesne masti tj. obim struka, a
ne njena koli¢ina, predstavlja znaCajan parametar za procenu gojaznosti i rizika od KVB
i dijabetesa tip 2 (Ruderman i sar. 1998). S toga, distribucija masnog tkiva ima vaznu
ulogu u patogenezi MetS. Tako je poznato da abdominalno masno tkivo nije samo pasivni
depo za skladi$tenje triglicerida (TG) ve¢ sintetiSe i lu¢i brojne bioloski aktivne molekule,
citokine i adipokine (TNF-a, leptin, adiponektin, rezistin) koji igraju vaznu ulogu u
metabolizmu (Despres 1994, Hsieg i Yoshinaga 1995, Chobanian i sar. 2003, Perk i sar.
2012). Osobe sa MetS su u hroni¢nom stanju tihe inflamacije, koja se karakteriSe
poremecenim nivoom pro-i anti-inflamatornih citokina (npr. tumor nekrozis faktor-TNF-
a, interleukin-6 (IL-6), IL-18, IL-10), C-reaktivnog proteina i adipokina).

Poviseni krvni pritisak predstavlja glavni faktor rizika za nastanak KVB i smrtnost.
Progresivno povecanje krvnog pritiska, tokom vremena u direktnoj je korelaciji sa
vaskularnim starenjem, odnosno endotelnom disfunkcijom, arterijskim zadebljanjima i
inflamacijom (Sun Z 2015). Prema definiciji Medunarodnog udruZenja za hipertenziju
SZO (1999), pod povisenim krvnim pritiskom smatra se sistolni krvni pritisak >140
mmHg, i dijastolni krvni pritisak >90 mmHg (2003, Perk i sar. 2012). U poslednje vreme,
u skladu sa prevencijom razvoja hipertenzije uvedena je i klasa "prehipertenzija”. Tu
spadaju vrednosti normalnog i visoko normalnog pritiska (od 120 do 139 mmHg za
sistolni i /ili od 80 do89 mmHg za dijastolni), a namenjene su za identifikaciju pojedinaca
kod kojih bi rane intervencije, u smislu promene nacina Zivota, uticale na regulisanje ili
smanjenje napredovanja povisenih vrednosti krvnog pritiska. Vecina osoba sa MetS ima
prehipertenziju ili hipertenziju (Chobanian i sar. 2003).

Prateca pojava gojaznosti je hiperlipoproteinemija, koja je prisutna kod preko 30%
gojaznih osoba (Despres 1994). Sli¢no, kao posledica gojaznosti, kod osoba sa MetS,
primecene su promene u metabolizmu lipida tj. pove¢an nivo TG i LDL-holesterola i
snizen nivo HDL-holesterola.

Holesterol (HOL) se u plazmi nalazi u obliku lipoproteina (LP)-stabilnih koloidnih
kompleksa koji se sastoje od hidrofobnog jezgra TG i estara holesterola, okruZzenih
omotac¢em koji ¢ine fosfolipidi (FL), slobodni holesterol i apolipoproteini (APO). U
lipoproteinske cestice spadaju - hilomikroni, lipoproteini vrlo male gustine (VLDL),
lipoproteini male gustine (LDL), lipoproteini velike gustine (HDL), kao i lipoproteini vrlo
velike gustine (VHDL). Najveci deo lipoproteina ¢ini LDL frakcija (50-60%), HDL



Cestice ¢ine 20-40%, a VLDL cestice svega 5-10%. Najveci deo triglicerida u plazmi
prenose VLDL ¢estice i hilomikroni, a ve¢inu holesterola LDL ¢estice. Pored navedene
Cetiri vrste LP, u plazmi su normalno prisutni jo§ lipoprotein Lp (a) ¢iji proteinski deo
ima srtukturnu i antigensku sli¢nost sa plazminogenom (veza procesa ateroskleroze sa
fibrinolizom) i kratkotrajno, 1 u minimalnim kolo¢inama, intermedijarni lipoprotein (IDL)
(Van Meer 1989). Trigliceridi ¢ine najveéi deo lipida hrane. Pod dejstvom pankreasne
lipaze u crevima se najveci deo (95%) razlaze na mono-gliceride, glicerol i masne kiseline
(MK), apsorbuje i resintetiSe u enterocitima (ER) u TG gde zajedno sa apolipoproteinima,
HOL i FL grade hilomikrone. Hilomikroni limfotokom, preko ductus thoracicus,
dospevaju u vensku cirkulaciju. U cirkulaciji kao i na unutrasnjoj strani lumena kapilara
ekstrahepati¢nog tkiva (misi¢nog, masnog i mlec¢nih zlezda) vrsi se katabolizam ovih
Cestica pod dejstvom enzima lipoproteinske lipaze, koja se nalazi vezana za specifi¢ne
receptore na memebrani endotelijalnih éelija. Pri tome se trigliceridi hidrolizuju do
monoacilglicerida i MK, a FL do lizofosfolipida i MK (Faver 1989, Van Meer 1989,
Dixon 1991, Kent 1995)

1.2. Fosfolipidi

Fosfolipidi su slozeni lipidi koji potpunom hidrolizom daju masne kiseline, alkohol,
fosfornu kiselinu 1 azotnu bazu. U zavisnosti od vrste alkohola koji sadrze, dele se na dve
grupe: sfingolipide, koji sadrze sfingozin i glicerofosfolipide, koji sadrze glicerol. Uloga
FL u bioloskim sistemima je viSestruka. Oni su strukturni delovi bioloskih membrana,
funkcionisu kao signalni molekuli, a predstavljaju 1 izvore energije.

Fosfolipidi su amfipati¢ni molekuli ¢iji je hidrofobni rep sastavljen od alifati¢nih lanaca
MK, a hidrofilnu glavu ¢ini fosforilisani alkohol (slika 2). Amfipati¢na priroda
fosfilipidnih molekula osnov je njihove bioloske funkcije u celijskim membranama.
Bioloska membrana je tanka, polupropustljiva 1 visoko selektivna barijera, koja Stiti
integritet ¢elije i odrzava ¢elijsku homeostazu. To je dinami¢na struktura u kojoj FL mogu
karakterisit¢nim pokretima, kao $to su lateralna difuzija, flip-flop i rotacija oko svoje ose,
prelaziti iz gel (Cvrstog) stanja u sol (te¢no) stanje. Odrzavanje membrane u poluc¢vrstom
stanju, kao i normalnog fosfolipidnog statusa od sustinske je vaznosti za normalan ¢elijski

metabolizam 1 homeostazu. Naime raspored fosfolipidnih klasa u biloskim sistemima je



asimetri¢an. Tako je spoljasnji sloj sastavljen uglavnom od fosfatidilholina, dok se
fosfatidiletanolamin i fosfatidilserin nalaze na unutra$njoj strani membrane (Dowhan i
Bogdanov 2002). Promene u metabolizmu lipida dovode do promena u sastavu bioloskih
membrana, funkciji i distribuciji proteina, genskoj ekspresiji i ¢elijskoj funkciji, koje dalje
vode razvoju razli¢itih patoloskih stanja. Neka od njih su inflamacija, hipertenzija,

dijabetes, bolesti jetre, srca, bubrega, neuroloski poremecaji, cisticna fibroza i kancer.
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Slika 2. Struktura fosfolipida (preuzeto sa
http://bio1151.nicerweb.com/Locked/media/ch05/phospholipid.html)

Duzina i stepen nezasi¢enosti MK lanca FL, odgovorni su za fluidnost bioloske
membrane. Manji indeks nezasi¢enosti tj. veliki procenat zasi¢enih masnih kiselina (SFA)
smanjuje fluidnost bioloske membrane, a samim tim menja njenu funkciju. U odrzanju
fluidnosti membrane vaznu ulogu ima i HOL, koji se uveZze medu lance MK i sa jedne
strane onemogucava njihovu kristalizaciju, a sa druge strane stericki ometa velike pokrete

MK, smanjujuci pri tome fluidnost membrane (Dowhan i Bogdanov 2002).



Poznato je da FL funkcioni$u i kao sekundarni glasnici, jer pod dejstvom fosfolipaze A,
dolazi do cepanja molekula FL i oslobadanja MK, a njihovom daljom modifikacijom
nastaju prostaglandini (PG), tromboksani i leukotrijeni. Ovi molekuli funkcionisu kao
sekundarni glasnici i imaju vaznu ulogu u regulaciji intracelularnih signalnih puteva,
aktiviraju¢i neke klju¢ne enzime kakav je protein kinaza C, a takode ucestvuju u
inflamatornim reakcijama i imunom odgovoru (Laposata 1995).

lako su triacilgliceroli primarni molekuli za ¢uvanje lipidnih rezervi i obezbedivanje
energije u organizmu, FL takode sluze i kao izvor energije. Naime, potpunom
oksidacijom MK, oslobodenih prilikom hidrolize FL, nastaju CO2 i H20 i oslobada se
energija (Dowhan i Bogdanov 2002).

1.3. Masne kiseline

Vazni strukturni elementi svih FL su MK. lako su MK karboksilne kiseline koje sadrze
od 4 do 28 ugljenikovih atoma, u sastav FL ulaze MK od 14 do 24 C atoma. Medu njima
najzastupljenije su one koje imaju 16 i 18 C atoma (Petrovic i Arsic 2016).
Nomenklatura MK zasniva se na tri osnovne karakteristike MK: duZzini ugljovodoni¢nog
niza, stepenu zasicenosti (broj dvostrukih veza) i poziciji dvostruke veze u lancu. Prema
stepenu zasicenosti MK delimo na zasi¢ene 1 nezasicene, a prema broju dvostrukih veza
se dele na mono- i polinezasi¢ene MK. Najc¢es¢e MK prikazane su u Tabeli 1. Nezasi¢ene
masne kiseline se u zavisnosti od broja dvostrukih veza dele na mononezasi¢ene (MUFA)
i polinezasicene MK (PUFA). Mononezasicene MK imaju jednu dvostruku vezu, a
polinezasi¢ene MK dve ili vise dvostrukih veza u lancu MK.

Osim $to ulaze u sastav FL, MK su sastavni deo triglicerida i holesterol estara, a u
organizmu oko 5% MK egzistiraju i kao slobodne (neesterifikovane), koje se u plazmi

transportuju vezane za albumin.



Tabela 1. Najvaznije MK u Zivotinjskim mastima

Trivijalni naziv Hemijski naziv Skraéena
oznaka
Zasi¢ene MK
Buterna Butanska 4:0
Kapronska Heksanska 6:0
Kaprilna Oktanska 8:0
Kaprinska Dekanska 10:0
Laurinska Dodekanska 12:0
Miristinska Tetradekanska 14:0
Palmitinska Heksadekanska 16:0
Stearinska Oktadekanska 18:0
Arahinska Eikozanska 20:0
Behenska Dokozanska 22:0
Lignocerinska Tetrakozanska 24:0
Mononezasi¢ene MK
Palmitoleinska cis-9-dekaenska 16:1, n-7
Oleinska cis-9-oktadekaenska 18:1,n-9
Vakcenska cis-11-oktadekaenska 18:1, n-7
Gadoleinska cis-9-eikozaenska 20:1, n-7
Eru¢na cis-13-dokozaenska 22:1,n-9
Cetoleinska cis-11-dokozaenska 22:1,n-11
Nervonska cis-15-tetrakozaenska 24:1,n-9
Polinezasi¢ene MK
Linolna cis-9,12-oktadekadienska 18:2, n-6
y-linolenska cis-6,9,12-oktadekatrienska 18:3, n-6
a-linolenska cis-9,12,15-oktadekatrienska 18:3,n-3
Dihomo-y-linolenska cis-8,11,14-eikozatrienska 20:3, n-6
Arahidonska cis-5,8,11,14-eikozatetraenska 20:4, n-6
Eikozapentaenska cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenska 20:5,n-3
Dokozapentaenska cis-7,10,13,16,19-dokozapentaenska 22:5,n-3
Dokozaheksaenska cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenska 22:6,n-3




Prema geometrijskoj izomeriji nezasi¢ene masne kiseline dele se na cis i trans. U prirodi,
sve dvostruke veze u MK nalaze se u cis-konformaciji. Medutim, u razli¢itim procesima
proizvodnje hrane, kakvi su na primer proces rafinisanja biljnih ulja ili proces proizvodnje
margarina i drugih ¢vrstih masnoca, dolazi do konverzije cis u trans konformaciju i
formiranja trans MK (Nikolaidis and Mougios 2004). Takode, trans MK mogu biti
formirane 1 u digestivnom traktu prezivara, kada nastaje konjugovana linolna kiselina
(CLA) a mogu ih formirati i bakterije. Trans MK imaju negativni efekat na zdravlje jer
utic¢u na metabolizam lipida pri ¢emu povecavaju nivo LDL-holesterola, a smanjuju nivo
HDL-holestrerola u plazmi. To vodi pove¢anom riziku od ateroskleroze i koronarne
bolesti srca, zbog Cega ih treba izbegavati u ishrani. Za raziku od drugih trans MK, CLA
nije aterogena (Mensink and Katan 1990) .

1.3.1. Sinteza masnih Kkiselina

Masne kiseline se sintetiSu u jetri, masnom tkivu, plu¢ima i mozgu. Acectil-COA
prekursor je svih C atoma u MK i nastaje oksidovanom dekarboksilacijom piruvata,
razgradnjom aminokiselina i B-oksidacijom MK. Prva faza sinteze MK je sinteza malonil-
CoA, a zatim slede faze elongacije, redukcije, dehidratacije i ponovne redukcije. Malonil-
CoA nastaje karboksilacijom acetil-CoA u prisustvu acetil-CoA karboksilaze.

Sinteza MK zapocinje kovalentnim vezivanjem acetil-CoA i malonil-CoA za sulfhidrilnu
grupu acil noseceg proteina (engl. Acyl carrier protein-ACP) i nastajanjem acetil ACP i
malonil ACP. Ove reakcije katalizuju enzimi acetil transacilaze i malonil transacilaze.
Nakon toga, elongacija se nastavlja reakcijom acetil ACP i malonil ACP, koji dejstvom
enzima acil-malonil-ACP sintaze daju acetoacetil-ACP (B-ketoacil ACP) pri ¢emu se
oslobada COz2. U narednoj fazi, dejstvom p-ketoacil-ACP redukataze acetoacetil-ACP se
redukuje do D-B-hidroskibutiril-ACP, u prisustvu nikotinamid-adenin-dinukleotid fosfata
(NADPH) kao reduktanta. Nadalje, procesom dehidracije dejstvom 3-hidroksiacil-ACP
dehidrataze D-B-hidroksibutiril-ACP pelazi u o, B-trans-butenoil-ACP (krotonil-ACP).
Na kraju, krotonil-ACP se delovanjem enoil-ACP redukataze redukuje do butiril-ACP.
Butiril-ACP reaguje sa malonil-ACP i ciklus se ponavlja. Sinteza MK se dalje nastavlja
do palmitoil-ACP (ukupno 7 ciklusa) koji se delovanjem tioesteraza cepa na palmitat i
ACP.



Svi enzimi koji ucestvuju u sintezi MK do 16 ugljenikovih atoma, deo su jednog
enzimskog sistema koji se naziva sintaza masnih kiselina (engl. Fatty acid synthase,
FAS). Kod sisara FAS je homodimer, dok je kod bakterija ovaj enzim multienzimski
kompleks koji se sastoji od Sest razlicitih enzima i odvojenog ACP. Palmitat je konac¢ni
proizvod sinteze masnih kiselina kompleksom FAS, koji koristi NADPH kao reduktant
(Petrovic i Arsic 2016).

Palmitoil-ACP+H>0 —> Palmitat + ACP

Masne kiseline se pomocu acetil-CoA sintetiSu u citosolu. Medutim, acetil-COA nastaje
u mitohondrijama i nema sposobnost prolaska kroz mitohondrijalnu membranu. Zbog
toga, acetil-CoA reaguje sa oksaloacetatom i gradi citrat, koji prolazi kroz unutras$nju i
spoljaSnju mitohondrijalnu membranu i dospeva u citosol. U citosolu se, delovanjem ATP
citratne liaze, citrat razlaze do acetil-CoA i oksaloacetata.

Dalja sinteza MK sa vise od 16C atoma odvija se u endoplazmati¢nom retikulumu u
prisustvu Cetiri enzima. Nastanak dugolancanih MK otpocinje, isto kao sa FAS, rekacijom
malonil-CoA i acil-CoA i formiranjem B-ketoacil-CoA u prisustvu elongaza. Slede
reakcije redukcije, dehidracije i ponovljene redukcije $to vodi produzenju lanca za 2C
atoma (Cook i McMaster 2002). Ove reakcije odvijaju se u prisustvu 3-ketoacil-CoA
reduktaze, 3-hidroksiacil-CoA dehidrataze i 2, 3-trans-enoil-CoA reduktaze. Produzetak
MK lanca kod sisara katalizuje sedam razli¢itih elongaza. Elongaze 1, 3, 6 1 7 su ukljucene
u produzavanje lanaca SFA i MUFA, a elongaze 2, 4 i 5 ukljucene su u produzavanje
lanaca PUFA.

Nezasi¢ene MK se sintetiSu uvodenjem dvostruke veze u odredenu poziciju na acil lancu
dugolancanih MK, u prisustvu enzima acil-CoA desaturaze. Ove desaturaze prisutne su u
membranama endoplazmati¢nog retikuluma i koriste acil-CoA kao supstrat i citohrom bs
kao donor elektrona. Postoje dve familije desaturaza: stearil- CoA desaturaza (A9) i MK
desaturaza u koje spadaju A6 i A5 desaturaze. Sinteza MUFA iz SFA desava se u prisustvu
A9 desaturaze, kada iz palmitoil-CoA nastaje palmitoleil-CoA, a iz stearil-CoA nastaje
oleil-CoA tj. palmitoleinska (PLA 16:1n-7) i oleinska Kkiselina (18:1n-9) (Petrovic i Arsic
2016).



NADH —> FAD —> cyt bs —> desaturaza
stearil-CoA + NADH + H*+ O, —> oleil CoA + NAD* + 2H,0

Sinteza PUFA katalizovana je A6 i AS desaturazom i pocinje uvodenjem dvogube veze
na poziciju A6 u molekul linolne (LA C18:2n-6) i a-linolenske kiseline (ALA C18:3n-3).
Nakon toga sledi reakcija elongacije, a onda A5 desaturaza uvodi drugu dvostruku vezu
na poziciji A 5 u lancu od 20C atoma kada nastaju arahidonska (AA 20:4n-6) i
eikozanopentaenska kiselina (EPA) (Benatti i sar. 2004). Sinteza dokozaheksaenske
kiseline (DHA 22:6n-3) odvija se iz EPA kroz dve uzastopne elongacije, jednu
desaturaciju, i zavr$ava [3-oksidacijom 24:6n-3 do DHA u peroksizomima.

Za razliku od biljaka, sisari nemaju A12 i A15 desaturaze, koje uvode dvostruku vezu na
C9 u MK lancu. S’toga ne mogu da sintetiSu LA i ALA de novo i zato su ove MK za njih

esencijalne i moraju da se unose hranom (Hastings i sar. 2001).

1.3.2. Razgradnja masnih kiselina

Katabolizam MK odvija se u mitohondrijama u procesu B-oksidacije, pri ¢emu se
oslobada energija. Da bi process -oksidacije MK mogao da po¢ne, MK koje su hemijski
relativno inertne, najpre moraju biti aktivirane. Proces aktivacije MK desava se u citosolu,
u prisustvu tiokinaze, pri ¢emu najpre nastaje acil-adenilat anhidrid a zatim acil-CoA.
Tako nastao acil-CoA transportuje se u mitohondrijalni matriks, pomocu specificnog
proteinskog nosaca (karnitin palmitoil transferaza 1, CPT-I), koji transportuje acil-
karnitin u mitohondriju, a slobodan karnitin u citoplazmu (Kerner i Hoppel 2000). U
matriksu, acil-karnitin reaguje sa CoA u prisustvu karnitin aciltransferaze II pri ¢emu
nastaje acil-CoA i oslobada se karnitin. Proces [-oksidacije, u mitohondrijalnom
matriksu, po¢inje oksidacijom acil-CoA do trans-A%-enoil-CoA u prisustvu acil-CoA
dehidrogenaze. Druga faza je hidratacija trans-dvostruke veze koju katalizuje enzim
enoil-CoA hidrataza i nastajanje L-3-hidroksiacil CoA. Tre¢i korak predstavlja
dehidrogenizaciju B-hidroksiacil-CoA do p-ketoacil-CoA pomocu L-3-hidroksiacil-CoA
dehidrogenaze pri cemu nastaje i molekul NADH. Poslednja faza je reakcija tiolize gde
dolazi do cepanja C,-Cg- veze pomocu tiolne grupe drugog molekula CoA, u prisustvu 3-

ketotiolaze i nastajanje acetil-CoA i acil-CoA koji je kra¢i za 2C atoma. Acil-CoA zatim
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ulazi u “krug” procesa B-oksidacije. U poslednjem koraku ovog ciklusa MK sa parnim
brojem C atoma cepa se na dva molekula acetil CoA. Potpuna oksidacija palmitoil CoA

zahteva sedam ponovljenih ciklusa:

Palmitoil CoA + 7FAD+ 7 NAD" + 7 CoA + 7 H20 —> 8 acetil CoA +
7 FADH2+ 7 NADH + 7 H*

Za oksidaciju nezasi¢enih MK nepohodni su dodatni enzimi, izomeraze i reduktaze, a za
oksidaciju polinezasi¢enih MK neophodne su reduktaze. Masne kiseline procesom [3-
oksidacije u svakom ciklusu daju jedan molekul acetil-CoA. Acetil-CoA zatim ulazi u
Krebsov ciklus. Ciklus limunske kiseline je poslednja faza u kojoj acetil-CoA, nastao iz
ugljenih hidrata, masti i proteina oksidacijom prelazi u CO i H20 i na taj nacin oslobada
energiju. NADH i FADH: koji nastaju procesu p-oksidacije i u Krebsovom ciklusu koriste
se kao elektron transportski lanac za proizvodnju adenozin trifosfata (ATP) (MacFarlane
i sar. 2008).

B-oksidacija se odvija i u peroksizomima gde ima glavnu ulogu u razgradnji dugolan¢anih
MK. Krajnji proizvod oksidacije je oktanoil-CoA. Acil-CoA oksidaze u peroksizomima
razlikuju se od onih u mitohondrijama, jer proizvode H,O, umesto FADH,. U
peroksizomima se ne odvija Krebsov ciklus, pa se iz acetil-CoA ne mogu dobiti CO: i
voda. Masne Kkiseline u peroksizomima ne podlezu oksidativnoj fosforilaciji i
predstavljaju glavni izvor acetil jedinica neophodnih za sintezu novih MK u procesu
elongacije. Uloga ovog sistema je u obezbedivanju homeostaze esencijalnih
polinezasi¢enih MK u organizmu neophodnih za sintezu membranskih lipida (Lee i sar.
1998).

1.3.3. Bioloska uloga masnih kiselina

Zasi¢ene MK se sintetiSu u organizmu, ali se unose i hranom. Najvazniji izvor zasi¢enih
MK je hrana zivotinjskog porekla. Zasicene masne kiseline imaju razlicit efekat na
zdravlje ljudi. Tako npr. buterna kiselina (C4:0) ima ulogu u prevenciji kancerogenih
oboljenja, dok kaprilna (C8:0), kaprinska (C10:0), i laurinska (C12:0) kiselina imaju

antiviralnu i antibakterijsku aktivnost. Dodatno, smatra se da laurinska kiselina deluje i
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protektivno na razvoj karijesa. Sa druge strane, miristinska (C14:0) i palmitinska (C16:0)
kiselina, su poznate po svom trombogenom i aterogenom efektu, dok stearinska kiselina
(SA C18:0) nema takav efekat. Sta vise, pokazano je da SA kiselina deluje protektivno
na razvoj ateroskleroze kao i da ima i antikancerogenu aktivnost jer indukuje apoptozu u
¢elijama tumora dojke (Kelly i sar. 2001, Evans 1 sar. 2009).

Najzastupljenija MUFA u ishrani je oleinska kiselina (C18:1 n-9), koja se uglavnom
nalazi u maslinovom ulju. Oleinska kiselina egzistira i kao sastavni deo membramskih
FL. Ona povecava fluidnost biloske membrane i transport molekula kroz istu, regulise
aktivnost membranskih receptora, ucestvuje u transdukciji signala i transkripciji nekih
gena (Stump i sar. 2001). Osim toga pokazano je da dovodi do smanjenja koncentracije
ukupnog HOL, LDL holesterola i koncetracije TG u plazmi, a ima i protektivan efekat na
koronarne bolesti srca. Visok sadrzaj oleinske kiseline u ishrani, koji je karakteristian za
mediteransku dijetu, smanjuje rizik od kardiovaskularnih i neurodegenerativnih bolesti.
lako je PLA (C16:1 n-7) manje prisutna u svakodnevnoj ishrani, znacajna je, jer pospesuje
proces lipogeneze, odnosno nagomilavanja masti u masnom tkivu. Linolna i a-linolenska
su esencijalne MK i moraju se unositi hranom (Haug i sar. 2007). Lionolna kiselina, koja
je najzastupljenija u suncokretvom i sojinom ulju, prekursor je dugolan¢anih PUFA n-6
familije, dok je ALA, koja se u velikoj koncentraciji nalazi u lanenom semenu, prekursor
n-3 familije PUFA. Dugolancane PUFA, one sa 20 i viSe C atoma, sintetiSu se u
organizmu ali se takode 1 unose hranom, i to uglavnom hranom zivotinjskog porekla.
Arahidonska kiselina, se nalazi u mesu, piletini i jajima, dok su glavni izvori n-3 PUFA,
eikozapentaenske i dokozaheksaenske kiseline u ribi i ribljem ulju (Calder 2003). Iz
arahidonske kiseline sintetiSu se proinflamatorni eikozanoidi, prostaglandini E2 1
leukotrijeni B4. Suprotno tome, EPA je prekursor antiinflamatornih eikozanoida kao §to
su prostaglandin E3 i leukotrijen B5, koji slabe efekat proinflamatornih eikozanoida i na
taj nacin Stite organizam od zapaljenskih bolesti (lupus, artritis i astma). DHA u skladu
sa svojim stimulativnim efektom na neuro- i sinaptogenezu kljuéna je MK za optimalnu
funkciju nervnog sistema. Osim toga, n-3 PUFA imaju hipolipemijski, hipotenzivni,
antitrombogeni i antiagregativni efekat.

Sastav masnih kiselina FL seruma, plazme i eritrocita predstavlja bioloski marker
dijetarnog unosa MK (Zock i sar. 1997, Nikoli¢ i sar. 2008). Literaturni podaci govore da

osobe sa MetS imaju izmenjen masnokiselinski profil FL u serumu i plazmi, a on
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odslikava unos MK u prethodne cetiri nedelje (Ristic-Medi¢ i Vuci¢ 2013). Ipak,
korelacija izmedu dijetarnog unosa i sastava odredenih MK u FL seruma varira
(Kobayashi i sar. 2001). Najbolji kandidati za biomarkere dijetetskog unosa su
esencijalne masne kiseline, LA i ALA, trans MK, MK sa neparnim brojem C atoma,
ra¢vaste MK, jer brzo pokazuju promene u kvalitetu dijetarnih masti (Hodge i sar. 2007,
Thiebaut i sar. 2009). Medutim, mnoge studije su pokazale da ne postoji direktna veza
izmedu unosa i nivoa ALA u fosfolipidima seruma, $§to je verovatno posledica
ugradivanja ALA u druga tkiva. Opsti metabolizam masnih kiselina u razli¢itim organima
i tkivima, odrazava se u MK sastavu fosfolipida ER. Eritrociti se zbog toga najpogodniji
za proucavanje sastava ¢elijske membrane, dostupniji su za istrazivanja od drugih ¢elija i
pokazuju dijetarni unos u prethodnih 120 dana (Arab 2003).

Pored promena u profilu MK, nau¢ni podaci potvrduju smanjenu antioksidativnu zastitu
kod osoba sa MetS, zbog niske koncentracije egzogenih antioksidanata i/ili smanjene
aktivnosti enzima antioksidativne zaStite (Armutcu i sar. 2008). Ovakve promene
direktno vode pojavi oksidativnog stresa i oksidativnog oStecenja lipida, proteina i
nukleinskih kiselina. Sta viSe, neki autori sugeridu da oksidativni stres moZe biti rani
dogadaj u patologiji MetS a ne samo njegova posledica (Roberts i Sindhu 2009).
Gojaznost, kao jedan od klju¢nih pojava kod MetS, obi¢no je povezana sa oksidativnim
stresom. S obzirom na to da infiltracija makrofaga u masno tkivo dovodi do prekomerne
proizvodnje reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (engl. Reactive oxygen species-ROS), postoji

direktna korelacija izmedu oksidativnog stresa i gojaznosti (Frassetto i Sebastian 2012).

1.4. Oksidativni stres

Oksidativni stres se definiSe kao stanje poremecene ravnoteze izmedu prooksidanata sa
jedne i antioksidanata sa druge strane i povezan je sa patogenezom razliCitih stanja
ukljucujuéi aterosklerozu, dijabetes (Birben 1 sar. 2012). ViSak reaktivnih vrsta kiseonika
i reaktivnih vrsta azota (engl. Reactive nitrogen species-RNS) reaguje sa biomolekulima,
kakvi su DNK, proteini i lipidi, i dovodi do promena u njihovoj strukturi i funkciiji
(Halliwell 1989, Diplock i sar. 1998, Griffith i sar. 2002).

Reaktivne vrste kiseonika i RNS su proizvod normalnog metabolizma ¢elije.
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ROS su nestabilne i mogu da se podele u dve grupe: slobodni radikali i neradikalske vrste
(Tabela 2.). Slobodni radikali su molekuli koji imaju jedan ili viSe nesparenih elektrona
Sto ih ¢ini veoma reaktivnim u interakciji sa drugim molekulima. Tri glavne vrste ROS
koje imaju fizoloski znacaj su superoksid anjon radikal (O2*"), hidroksil radikal (OH®) i
vodonik-peroksid (H202) (Birben i sar. 2012).

Tabela 2. Radikalske i neradikalske reaktivne vrste kiseonika

Oze"  superoksid anjon 102 singlet kiseonik
radikal

OHe  Hidroksil H.0>  vodonik peroksid

HOze Hidroperoksil HOCI  hipohlorna kiselina

ROe  Alkoksil ROOH  organski peroksidi

RO2e Peroksil O3 Ozon

Superoksid anjon radikal (O2*") se formira dodavanjem jednog elektrona molekulskom
kiseoniku (Miler i sar. 1990). Redukcija molekula kiseonika je proces koji se odvija u
mitohondrijama u prisustvu NADH-dehidrogenaze i ubihinon-Q-citohrom b kompleksa.
U normalnim fiziolo§kim procesima molekulski kiseonik se u mitohondrijama, preko
elektron transportnog sistema, redukuje u vodu, ali se desava da 1-3% svih elektrona
odlaze iz sistema 1 prebace se na kiseonik stvarajuci tako superokside. Super oksid anjon
radikal, nastao u mitohondrijama se spontano ili u prisustvu enzima mangan superoksid
dismutase (MnSOD) prevodi u manje aktivan H202 i O, tako da uglavnom nema toksi¢ne
efekte.

O2 + e- + H+ < HO7* & H+ + 02°*"
Vodonik peroksid nastao iz superoksid anjon radikala, u prisustvu superoksid dismutase

(SOD), lako prolazi kroz plazma membranu. Peroksizomi predstavljaju glavno mesto

nastanka H>O. U njima, u prisustvu brojnih oksidaza, dolazi do redukcije kiseonika sa 2
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elektrona i stvaranja H2O.. Iako je veoma toksi¢an, njegov Stetni efekat, spreCava se
delovanjem enzima katalaze (CAT), koji ga prevodi u vodu i Kiseonik. Izuzetno, kada
dode do ostecenja peroksizoma, H2O prelazi u citosol gde uzrokuje oksidativni stres.
H202 dovodi do oksidacije proteina, a ucestvuje i u inicijaciji procesa lipidne
peroksidacije. Osim toga, u nizu reakcija Haber-Veisove i Fentonove, vodonik-peroksid

u prisustvu gvozda ili bakra dovodi do stvaranja hidroksil radikala (OH®).

Fe?*+ H,0, —> Fe3*+ OH*+OH"

Hidroksil radikal nastaje i u reakciji H2O2 i O.*". Hidroksil radikal je najreaktivnija ROS

i moze da oSteti proteine, lipide, ugljene hidrate i DNK i moze da pokrene reakciju

02+ H202 2 O2+0OH*+0OH"

Ostali slobodni radikali kiseonika su peroksil radikali (ROO®) iz koga moze da nastane
hidroperoksil radikal (HOO?®), koji ima vaznu ulogu u peroksidaciji MK. Slobodni
radikali pokre¢u lan¢anu reakciju lipidne peroksidacije tako $to uzimaju atom vodonika
iz metilenske grupe sa bo¢nog ugljovodoni¢nog lanca. Nastali radikal lipida zatim reaguje
sa kiseonikom 1 daje peroksil radikal (LOO@®). Peroksil radikal pokrece reakciju 1 prevodi
PUFA u lipidni hidroperoksid (LOOH). Lipidni hidroperoksid je veoma nestabilan i lako
se razlaze do aldehida (npr. 4-hidroksi-2,3-nonenal) i malonaldehida (MDA). Druga
grupa produkata lipidne peroksidacije su izoprostani koji nastaju peroksidacijom
arahidonske kiseline. Peroksidacija lipida narusava celovitost ¢elijske membrane 1 dovodi
do prestruktuiranja ¢elijske membrane (Montuschi i sar. 1999, Wood i sar. 2000).
L-H+ OH®* > HO +L*
L*+0O.,-> LOO®
LOO®* + LH > LOOH +L*
LOO®* +RH - LOOH + R

Reaktivne vrste azota se proizvode u stanju koje se jo$ naziva i nitrozativni stres

(Ridnour i sar. 2004). U grupu radikalskih RNS spadaju azot monoksid i azot dioksid,

dok u grupu neradikalskih vrsta spadaju azotasta kiselina, nitrozo katjon, nitroksidni
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anjon, peroksinitriti, azot-(I\V) oksid, azot-(I11) oksid itd. (Leeuwenburgh i Heinecke
2001). Super-oksid anjon i azot-monoksid, koje stvaraju ¢elije imunog sistema, mogu
medusobno da reaguju prilikom inflamatornog odgovora. Tada nastaje peroksinitritini
anjon (ONOO"), koji dovodi do oksidativnog ostecenja, lipidne peroksidacije i
fragmentacije DNK (Carr i Frei 1999).

NO * + Oz = ONOO

1.4.1. Sistem antioksidativne zaStite

Organizam odrzava oksido-redukcioni balans i stiti sebe od toksi¢nosti na razli¢ite nacine
(Pordevi¢ 2004). Antioksidativni sistem predstavlja jedan od nacina neutralizacije
reaktivnih vrsta koje nastaju kao deo normalnih metaboli¢kih procesa. Antioksidansi su
molekuli koji sprec¢avaju ili smanjuju nivo oksidativnih oStecenja biomolekula (Halliwell
1990). Jedinjenja koja imaju osobine antioksidanasa mogu se podeliti na enzimska i
neenzimska endogena jedinjenja, a osim njih postoje i egzogena antioksidativna
jedinjenja koja se unose hranom. Antioksidansi mogu da se nadu u citoplazmi, ¢elijskoj
membrani i ekstracelularnom prostoru.

Neenzimske komponente antioksidativnog sistema ukljuc¢uju molekule niske molekulske
mase, kao $to su vitamini C i E, B-karoten, mokraé¢na kiselina i tioli (L-y-glutamil-L-
cisteinil-L-glicin) (Birben i sar. 2012). Vitamin C je molekul koji je rastvorljiv u vodi i
koji svoj antioksidativni kapacitet postiZe 1 u unutarcelijskoj 1 vancelijskoj sredini tako
Sto neutraliSe ROS. Osim toga, on prevodi slobodni radikal vitamina E u vitamin E
(Bunker 1992, Mezzetti i sar. 1996). Vitamin E je liposolubilni molekul koji se
nagomilava sa unutrasnje strane celijske membrane i predstavlja glavnu odbranu
membrane od oksidativnih oSte¢enja. On donira elektron peroksil radikalu, koji se
produkuje za vreme lipidne peroksidacije 1 tako ga neutraliSe (White i sar. 1997).
Karotenoidi su pigmenti koji se nalaze u biljkama, koji takode imaju antioksidativnu
sposobnost (Rice-Evans i sar. 1997). B-karoten direktno reaguje sa peroksil (ROO?®),
hidroksil (*OH) i superoksid (O2*") radikalima i tako ih inaktivira. B-karoten inhibira
oksidativnu aktivaciju TNF-a i IL-6 i proizvodnju TNF-o (Bunaciu i Yen 2015).
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1.4.2. Antioksidativni enzimi

Unutaréelijska koncentracija ROS zavisi od njihove produkcije i/ili njihovog uklanjanja
od strane antioksidativnog sistema. Tri najvaznija antioksidativna enzima, neophodna za
odrzvanje redoks ravnoteze, koji se nalaze u svim c¢elijama sisara su: superoksid

dismutaza, katalaza i supstrat specificna peroksidaza, glutation peroksidaza (GPx)
(McCord i sar. 1971).

Superoksid dismutaza je antioksidativni enzim Kkoji predstavlja prvu liniju odbrane
¢elije od ROS. On katalizuje reakciju dismutacije superoksid anjon radikala u vodonik

peroksid i molekulski kiseonik (Pinazo-Duran i sar. 2014):

M™D-SOD + O, > M*-SOD + O»
M™-SOD + Oy + 2H* > M™D*.SOD + H,0;

U ljudskom organizmu postoje tri molekulska tipa SOD, koji se razlikuju po prirodi
metala i aminokiselinskog sastava u aktivnom mestu, kao i po broju subjedinica i
kofaktorima koji su neophodni za njihovu aktivnost. Tako se: CuzZn-SOD nalazi u
citoplazmi, Mn-SOD u mitohondrijama, a postoji i ekstracelularna SOD (EC-SOD).
CnzZnSOD je homodimer molekulske mase 32kDa. Bakar i cink su redoks aktivni metali
u CuZnSOD, koja ¢ini 90% ukupne aktivnosti SOD u eukariotskim ¢elijama (Liu 1 sar.
2004). Male frakcije ovog enzima nadene su i u lizozomima, peroksizomima i jedru
(Okado-Matsumoto i Fridovich 2001). Mitohondrijska Mn-SOD je protein molekuske
mase od 96 kDa, koji se sastoji od Cetiri iste subjedinice gde svaka subjedinica sadrzi
atom Mn(III). Pronadeno je da aktivnost MnSOD u nekim tipovima kancera opada, dok
je sa druge strane kod karcinoma pankreasa pokazano da aktivnost MnSOD raste
(Andreadis i sar. 2003, Comhair i sar. 2005). Ekstracelularna SOD je glikozilovani,
tetramerni protein molekulske mase 155 kDa koji u svom aktivnom mestu ima bakar i
cink koje koristi kao kataliticke kofaktore. Ekstracelularna SOD ima heparin vezujuci
domen koji ima afinitet za heparin i heparin-sulfat proteoglikane koji su lokalizovani na
povrsini Celije. Heparin-vezuju¢i domen je vazan jer posreduje vezivanju EC-SOD za

¢elije (Sandstorm i sar. 1992).
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Katalaza katalizuje razgradnju vodnik peroksida do vode i kiseonika u c¢elijama.
Aktivnost katalaze se kod svih sisara ve¢im delom odvija u peroksizomima, ali je imai u
mitohondrijama (Nishikawa i sar. 2002). Po strukturi katalaza je tetramerni protein
molekulske mase 240 kDa, koji u svom aktivnom centru ima Fe** vezan za porfirinsku

hem grupu enzima:

H20.+ Fe (1I1)-E> H202 + O = Fe (IV)-E (o)
H202+ 0 = Fe (IV)-E (o+) > H202 + Fe (11)-E + O2

Katalaza neutraliSe visoke koncentracije H20., dok niske koncentracije H2O2 neutrali$u

peroksidaze (Pinazo-Duran i sar. 2014).

Glutation peroksidaza je selenoprotein, enzim Kkoji se nalazi u citosolu i mitohondrijama
i katalizuje reakciju redukcije vodonik peroksida u vodu i organskih hidroperoksida u
alkohol. GPx za svoj rad koristi glutation kao kofaktor, koji predstavlja snazan reduktant

u oksido-redukcionim rekacijama neutralizacije peroksida (Mates i sar. 1999).

2GSH + H202 & GSSG + 2H20:
2GSH + ROOH - GSSG + ROH + H20

Oksidovani glutation je glavni rastvorljivi antioksidant, a odnos redukovani
glutation/oksidovani glutation (GSH/GSSG) je osnovni pokazatelj oksidativnog stresa.
GSH detoksifikuje vodonik peroksid i lipidne perokside delovanjem (GPx). GSH donira
elektron i redukuje H202 do H20 i O,. Glutation je kofaktor za nekoliko antioksidativnih
enzima kao §to su GPx i transferaze.

Oksidovani glutation (GSSG) se pod dejstvom glutation reduktaze vraca u redukovanu
formu (GSH) i to uz u¢e$¢e NADPH kao redukujuceg ekvivalenta (Dickinson i Forman
2002).

GSSG + NADPH + H+ — 2GSH + NADP+
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1.5. Sok od nara

Mnogobrojne epidemioloske studije potvrdile su da ishrana bogata vo¢em, povréem i
integralnim Zzitaricama smanjuje rizik od nastanka KVB (Joshipura i sar. 2001, Dauchet i
sar. 2009). Nar (Punica granatum L.), za koga se kaze da je rastao u rajskom vrtu, dugo
se koristi u narodnoj medicini, posebno u zemljama Isto¢ne i Juzne Evrope u kojima se
gaji u velikim koli¢inama. Nar se konzumira kako svez, tako i u formi sokova, dzemova,
vina (Oberlies i Paine 2007, Zarfeshany i sar. 2014). Svez sok sadrzi 85% vode, 10%
Secera, 1.5% pektina, askorbinsku kiselinu, 1 polifenolne komponente. Medu mnogim
raznovrsnim bioaktivnim komponentama u naru, fenolna jedinjenja predstavljaju glavnu
komponentu koja ima povoljan uticaj na zdravlje ljudi (Gil i sar. 2000, Kulkarni i sar.
2007). Do sada je proucavan uticaj kako soka, tako i ekstrakata nara na razli¢ite hroni¢ne
bolesti, zahvaljuju¢i ¢emu je nar okarakterisan kao funkiconalna hrana. lako postoje
istrazivanja koja govore o preventivnoj ulozi nara na razvoj gojaznosti, hipertenzije,
kardiovaskularnih i drugih oboljenja, EFSA (engl. European Food Safety Authority) jo$
uvek nije utvrdila vezu izmedu konzumiranja soka od nara i njegovih efekata na zdravlje
(Faria i sar. 2007, Danesi i sar. 2014). Glavni nedostaci u ovom polju su nedovoljno
razumevanje mehanizama delovanja aktivnih komponenti nara. Naime postoje uverenja
da bioaktivni molekuli direktno interaguju sa slobodnim radikalima, ali da uti¢u i na
aktivnost enzima antioksidativne zasStite, na ekspresiju gena 1 razli¢ite signalne puteve u
¢eliji (Sudheesh 1 Vijayalakshimi 2005, Eberhardt 2006, Faria i sar. 2007). Pored toga,
sadrZaj polifenola i totalnog antioksidativnog kapaciteta, u vocu i soku od nara, razlikuju
se medu istrazivanjima. Te razlike mogu poticati od razlicitih uslova gajenja, uslovima
rasta, i/ili procesovanja ploda itd. (Di Nunzio i sar. 2013).

Najrasporstranjenija klasa jedinjenja u naru su hidrolizabilni tanini, posebno elagitanini i
galotanini, koji su prisutni u svim delovima biljke. Bioaktivnost nara je ve¢im delom
zasnovana na prisustvu ovih jedinjenja (Gil i sar. 1995, Gil i sar. 2000). Glavni elagitanini
su punikalgin i granatin. Punikalgin se sastoji od elaginske i galne kiseline i molekula
glukoze. Elaginska kiselina (EA) je prisutna u svim delovima biljke, a u mezokarpu nara
ima najvise EA i granatina B. Nakon konzumiranja nara, elagitanini se u crevnom traktu
hidrolizuju do EA (Arapitsas i sar. 2007, Bakkalbasi i sar. 2009). Bioraspolozivost EA

pokazuje veliki stepen varijacije, koji zavisi od brojnih faktora: slabe rastvorljivosti
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slobodne EA u zelucu, vrste elagitanina kao prekursora za EA i ograni¢ene apsorpcije EA

u crevima (Gonzalez-Sarrias i sar. 2015). (Slika 3)

Elaginska
kiselina

Slika 3. Strukturne formule punikalgina i elaginske kiseline

Elaginska kiselina se pod uticajem crevne flore metaboliSe do urolitina (URO).
Apsorpcija, bioraspolozivost 1 farmakokinetika EA jo$ uvek nije dovoljno istraZzena
(Seeram i sar. 2004). Dosadasnja saznanja o bioraspolozivosti EA i elagitanina zasnovana
je na studijama sa miSevima i pacovima (Boukharta 1 sar. 1992, Clifford i Scalbert 2000,
Lei i sar. 2003). Kao rezultat apsorpcije i metabolizma elagitanina u eksperimentu sa
miSevima, koji su uzimali nar u koncentraciji od 600 mg/kg tezine tela, u urinu je
detektovana EA (0.05% doze) (Boukharta i sar. 1992). Medutim, nakon jedne nedelje
konzumiranja hrane u kojoj je sadrzaj EA bio 1%, ni u krvi ni u tkivima nije detektovana
EA (Smart 1986). Kod pacova je nadeno da nakon oralnog konzumiranja EA, 10% doze
se eskretuje i detektuje u urinu i fecesu i to kao metaboliti EA (Doyle i Griffiths 1980).
Niska koncentracija slobodne EA u plazmi se dovodi u vezu sa tim da je slabo rastvorljiva
u vodi 1 moZe da bude posledica intenzivne metabolicke transformacije i razgradnje pre
apsorpcije (Lei i sar. 2003).

Elaginska kiselina se u crevima metabolise od strane mikrobiote do URO A (3, 8-
dihidroksi-6H-benzo[c] hromen-6-one), izourolitina-A (izoUROA;3, 9-dihidroksi-6H-
dibenzo [b, d] piran-6-one), urolitina B (3-hidroksi-6H-benzo [c] hromen-6-one),
urolitina C (3, 8, 9-trihidroksibenzo [c] hromen-6-one), urolitina D (3, 4, 8, 9-
tetrahidroksibenzo [c] hromen-6-one) (Cerda i sar. 2003). (Slika 4.) Katabolizam EA do
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URO zavisi od sastava mikrobiote pojedinca i u zavisnosti od smese URO koja se dobije
prilikom razgradnje, postoje razliiti metaboli¢ki fenotipovi (Tomas-Barberan i sar.
2014). Ukoliko je krajnji metabolit URO A, onda govorimo o metabolickom fenotipu A.
Metabolicki fenotip B, prisutan je ukoliko su zastupljeni urolitin A, Izo UROA i URO B,
dok su oni koji ne proizvode URO oznaceni kao metaboli¢ki fenotip 0 (Tomas-Barberan
i sar. 2014). Interesantno je da je metaboli¢ki fenotip B prisutan u visokom procentu kod

osoba sa hroni¢nim bolestima kakve su MetS ili kancer (Tomas-Barberan i sar. 2014).

H “OH
. OH

P - o Urolitin A o
. ~I I - : # ] 'I *
ol ¥ -0
OH O
H Urolitin B
Elaginska Urolitin D Urolitin C

OH

Kiseli
selna Izo urolitin A

Slika 4. Hemijska struktura urolitina (prilagodeno iz Kang | i sar. 2016)

Pozitivni efekti na zdravlje koji se pripisuju URO su brojni i raznovrsni, od
antimalarijskog dejstva do uticaja na ekpresiju nekih gena (Whitley 2006).
Nagomilavanje EA i URO u crevima (Whitley 2006) i prostati (Seeram i sar. 2007) moze
da ima hemopreventivni efekat. Mesavina URO A i URO B moze da uspori i ublazi proces
ateroskleroze smanjenjem adhezije TPH-1 monocita za endotelijalne Celije humane
umbilikalne vene 1 sekreciju Celijskih adhezionih molekula 1 proinflamatornih citokina
(IL-6) (Mele i sar. 2016). Osim toga, pokazano je da smesa EA i urolitina A i B, u
koncentracijama koje se dostizu u lumenu creva nakon obroka, moze doprineti prevenciji
razvoja kancera jer modulira ekspresiju nekoliko gena (Gonzales-Sarrias i sar. 2009).
Molekularni mehanizam ovog antikancerogenog efekta URO desava se jo$ i indukcijom
ciklin-zavisne inibitor kinaze 1A gena, sa ukljuéivanjem specificnih mikro RNA
(Gonzales-Sarrias i sar. 2016).

Poznato je da reaktivne vrste kiseonika igraju znacajnu ulogu u karcinogenezi, tako $to
oStecuju DNK 1 pospesuju mutagenezu, lipidnu peroksidaciju i uticu na ¢elijske signalne

puteve (Perse M 2013). Antioksidativni efekat URO je utvrden in vitro gde je pokazano
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da ovi molekuli imaju hemijsku sposobnost da hvataju slobodne radikale (Ishimoto i
Hatano 2012). Elaginska kiselina je prirodni antioksidant Sirokog spektra dejstva.
Primarni mehanizam antioksidativnog delovanja EA je u sposobnosti “hvatanja”
slobodnih radikala, RNS i ROS, ukljucujuéi hidroski-radikale, peroksil-radikale, NO>
radikale i peroksinitrite. Drugi zaStitni mehanizmi EA ukljucuju i zaStitu DNK od
mutacija, direktnim vezivanjem EA za DNK, inhibiciju produkcije ROS i heliranje
metalnih jona, kao Sto je npr. bakarni jon (Priyadarsini i sar. 2002, Gerhauser i sar. 2003).
U naru su, osim elagitanina, u velikoj meri zastupljeni i antocijani. Medutim antocijani
nisu bioraspolozivi, odnosno nakon konzumiranja soka od nara ovi molekuli se ne
detektuju u serumu ili urinu. Crvena boja nara upravo poti¢e od visokog sadrzaja
antocijana (Gil i sar. 1995, Alighourchi i sar. 2008, Borochov i sar. 2011).

Nar sadrzi i niske koncentracije isparljivih jedinjenja kao $to su monoterpeni, aledhidi,
estri i alkoholi (Vazquez-Araujo i sar. 2010, Melgarejo i sar. 2011). Nekoliko organskih
kiselina ucestvuju u ukusu i kiselosti soka od nara. Tu spadaju limunska kiselina,
malonska kiselina, oksalna kiselina, askorbinska kiselina, galna kiselina, kumarinska
kiselina, hlorogena kiselina, kafeinska kiselina i ferulinska kiselina (Amakura i sar. 2000,
Poyrazoglu i sar. 2002, Schwartz i sar. 2009, Dafny-Yalin i sar. 2010, Glazer i sar. 2010,
Fischer i sar. 2011). Masne kiseline i lignani su zastupljeniji u zrnu nara. Ukupni lipidi
¢ine 6-21.6 %, a u njima ima ¢ak 90% nezasi¢enih masnih kiselina (Kaufam i Wiesman
2007, Elfalleh i sar. 2011). U semenkama nara prisutna je visoka koncentracija fitostreola

kao sto su b-sitosterol, kampesterol i stigmasterol (Kaufam i Wiesman 2007).

1.6. CACO-2

Efekat razlicitih polifenola na bioloske sisteme, veoma Cesto se ispituje U in vitro
modelima. Celijska linija CACO-2 predstavlja “Ziveéu” liniju heterogenog humanog
epitela kolorektalnog adenocarcinoma celije. CACO-2 c¢elije se nasiroko koriste u in vitro
esejima kako bi se ispitivala apsorpcija jedinjenja ili leka kroz epitelnu ¢elijsku barijeru
(Hilgers i sar. 1990). Kada CACO-2 ¢elije rastu na semipermeabilnim filterima, spontano
se diferenciraju u kulturu i formiraju konfluentan monosloj, koji po strukturi i funkciji
lice na epitel tankog creva. Ove Celije imaju enzimske i transportne sisteme. CACO-2

formiraju monoslojeve od razli¢itih epitelnih ¢elija koje su povezane jakim vezama, koje
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spreCavaju difuziju rastvora. Tako ovaj sistem obezbeduje selektivhu barijeru za
modelovanje strukture transportnih veza i za pasivni i sa “nosacem” posredovani
transport. Pored toga CACO-2 celije pokazuju mehanizam “apical efflux”-a, koji ima
glavnu ulogu u ograni¢avanju apsorbcije oralno uzetog leka (Lakshmana 2009).
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2.CILJ

ispitati efekat svakodnevnog konzumiranja 300 ml soka od nara, kod osoba oba

pola sa MetS, tokom dve i Sest nedelja, na:

1. vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska,

2. antropometrijske, hematoloske i biohemijske parametre,

3. masnokiselinski profil fosfolipida plazme i ER, kao i

4. parametre oksidativnog stresa (stepen lipidne peroksidacije i aktivnost
enzima antioksidativne zastite) u plazmi i ER

u in vitro uslovima ispitati efekat metabolita EA (urolitini A, B, C i D) na
vijabilnost i oksidativni stres ¢elija adenokarcinoma kolona (Caco-2 ¢Celije).
uporediti vrednosti ispitivanih parametara osoba sa MetS sa istim parametrima

uslovno zdravih ispitanika
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3. MATERIJAL | METODE

Predmet naseg istrazivanja bio je da se utvrdi kako polifenoli iz soka od nara uti¢u na
krvni pritisak, metabolizam lipida i MK i biomarkere oksidativnog statusa u plazmi i ER,
kod osoba sa MetS. U skladu sa tim sprovedene su dve interventne studije, u trajanju od
dve 1 Sest nedelja, kod ispitanika oba bola kod kojih je potvrdeno prisustvo MetS.

Kontrolnu grupu su ¢inili ispitanici koji nisu pili sok od nara.

3.1. Sok od nara i njegova karakterizacija

U studiji je koriS¢en komercijalno dostupan sok od nara proizvodaca iz Danilovgrada iz
Crne Gore koji je za proizvodnju soka koristio plodove divlje i gajene sorte nara. Divlja
sorta nara Cinila je 20%, dok je gajena sorta nara ¢inila 80% soka. Ovaj odnos divljeg i
gajenog nara u soku zasnovan je na tradicionalnim receptima iz ovog regiona i kao takav
obezbeduje optimalnu biolo§ku vrednost proizvoda. Sok je dobijen mlevenjem, cedenjem
I pasterizacijom celog ploda nara, bez dodavanja aditiva ili konzervanasa. Za potrebe
studija koris¢en je sok iz iste serije, dobijen iz homogene sirovine i samim tim
ujednacenog hemijskog sastava, a u¢esnicima u studiji je savetovano da po otvaranju flasu
drZe u frizideru. U soku je odredivana koncentracija lipida, proteina, redukovanih Secera,
pepela, kiselost i pH vrednost. Osim toga odredivan je i sadrzaj ukupnih fenola,

flavonoida, antocijana, EA kao i antiradikalska aktivnost soka.

3.1.1. Odredivanje rastvorljive suve materije, ukupne Kkiselosti, pH vrednosti,

proteina, lipida, pepela, ukupnih i redukovanih Secera

Sastav soka je analiziran AOAC metodama (Association of Official Analytical Chemists
2000), koje ukljucuju odredivanje lipida (metod broj 935.38), proteina (metod broj
950.36), redukovanih Secera (metod broj 975.14) i odredivanje sadrzaja pepela (metod
broj 930.22). Kiselost je merena titracijom u skladu sa AACC metodom (kiselost AACC
metod 02-31) (American Association of Cereal Chemists International 2000), a pH je
merena pH metrom (Testo AG, Lenzkirh, Nemacka) na sobnoj temperaturi. Dobijeni

rezultati predstavljaju srednju vrednost tri uzastopna merenja.
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3.1.2. Odredivanje sadrzaja ukupnih fenola

Ukupni sadrzaj fenola u soku odredivan je spektrofotometrijski Folin-Ciocalteu (FC)
metodom (Waterman i Mole 1994) sa malim izmenama. U 200 pl razblazeg soka dodato
je 1 ml FC reagensa (meSavina fosfomolibdata i fosfotungstata) i 500 ul destilovane vode.
Nakon 6 min dodato je 1.25 ml 7% Na2COs i inkubacija nastavljena u mraku na sobnoj
temperaturi jo§ 90 min. Apsorbanca je merena na 760 nm prema slepoj probi (destilovana
voda). Na osnovu vrednosti apsorbance serije razblazenja galne kiseline (0-600 pg/ml)
koja je koriS¢ena kao standard, konstruisana je standardna kriva i odredena koncentracija
ukupnih fenola u soku. Rezultati su izrazeni kao ekvivalenti galne Kiseline (GAE) po 100

ml soka i predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja.

3.1.3. Odredivanje ukupnog sadrZaja flavonoida

Ukupni sadrzaj flavonoida odredivan je kolorimetrijski po metodi Changa i saradnika
(Chang i sar. 2002). Ukratko, u 50 pl soka od nara dodato je 950 pl metanola, 4 ml
destilovane vode i 0.3 ml 5% NaNOz, nakon ¢ega je rastvor inkubiran 5 minuta na sobnoj
temperaturi. U reakcionu smesu je zatim dodato 0.3 ml 10% AICl3, a nakon 6 minuta i 2
ml 1 M NaOH. Finalna zapremina od 10 ml postignuta je dodavanjem destilovane vode
(oko 2.4 ml). Posle 15 minuta inkubiranja na sobnoj temperaturi, merena je apsorbanca
na 415 nm. Slepa proba je sadrzala sve komponente kao i reakciona smeSa izuzev soka i
AICIz (1 ml metanola + 4 ml H,O + 0.3 ml NaNO; + 0.3 ml H20). Kvercetin,
koncentracije od 6.25 do 100 pg/ml u metanolu, kori$éen je kao standard, a ukupan
sadrzaj flavonoida izrazavan je u gramima kvercetina na 100 ml soka i predstavlja srednju

vrednost tri uzastopna odredivanja.

3.1.4. Odredivanje ukupnog sadrzaja antocijana

Sadrzaj ukupnih antocijana odredivan je primenom pH diferencijalne metode (Koni¢-
Risti¢ i sar. 2011). U 5 ml soka dodato je 95 ml metanola. Nakon 30 minuta stalnog

mesanja, rastvor je proceden kroz filter papir u flask zapremine 100 ml. Pripremljeno je

odgovarajuce razblazenje (1:10) hlorovodoni¢ne kiseline u 0.1 % metanolu, a aporbanca
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je merena na 528 nm. Kao slepa proba koris¢en je 0.1% (v/v) rastvor HCI. Sadrzaj
ukupnih antocijana (g/ml) izrazen je u odnosu na ekvivalent cijanidin-3-glukozid hlorida.
Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri uzastopna odredivanja.

3.1.5. Odredivanje sadrzaja elaginske kiseline

Sadrzaj EA u soku odredivan je na HPLC-u (engl. High Pressure Liquid
Chromatography). Koris¢en je Agilent 1200 Series HPLC (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) opremljen degaserom, binarnom pumpom, autosemplerom,
kolonskim kompartmentom sa Zorbax SB-C18 kolonom (RR, 1.8um, 2.1 mm X 100mm)
i DAD detektorom. U 15 ml soka dodato je 40 ml rastvora metanol/voda/HCI (50:33:17)
i ekstrakcija je radena u ultrasonicnom vodenom kupatilu u trajanju od 20 minuta. Nakon
filtracije kroz 0.45 pm filter papir u popipropilensku vajlu, ekstrakt koji je dobijen
hidrolizovan je 60 minuta na 100°C, a nakon hladenja injektovan u HPLC sistem.
Mobilna faza je bila smeSa 2% rastvora mravlje kiseline u vodi (A) 1 acetonitrila (B), a
koris¢en je slede¢i program: 0-2 min. 1% B, 2-25 min., 2-25 min. 1-12% B, 25-33 min.,
12% B, 33-35 min, 12-30% B, 35-36 min., 30-1 % B, 36-40 min, 1 % B. Protok mobilne
faze bio je 0.4 ml/min, temperatura kolone 40° C, a injekciona zapremina 10 pl.
Spektralni podaci svih pikova ¢uvani su u opsegu 190-450 nm, a na hromatogramu su
belezeni na 366 1 378 nm. Podaci su obradeni ChemStation softveru (Agilent
Technologies). Dve talasne duzine su kori¢ene za izracunavanje koncentracije EA 366
nm i 378 nm, a za konstruisanje standardne prave injektovano je po 10 pl metanolnih

rastvora EA (Roth, Karlsruhe, Germany) koncentracije 0.04, 0.10, 0.20 mg/I.

3.1.6. Odredivanje antiradikalske aktivnosti

Antiradikalska aktivnost soka odredivana je merenjem sposobnosti soka da neutraliSe 2,
2-difenil 1-1 pikrilhidrazil (DPPH) radikal, po metodi Braca, A. i sar.,, uz male
modifikacije (Braca i sar. 2001). Najpre je napravljena serija razblazenja uzoraka u 70 %
etanolu. Nakon toga je u 4 ml tih razblaZenja dodato 1 ml 0,5 mM rastvora DPPH u 70%
etanolu i ostavljeno u mraku 30 min. Apsorbanca rastvora merena je na 517 nm. Rezultati

su izrazavani kao vrednost 1Cso (g/l), Sto predstavlja koncentraciju soka potrebnu da
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neutraliSe 50% pocetne koncentracije DPPH u datim eksperimentalnim uslovima.

Procenat neutralizacije DPPH radikala je ra¢unat po sledecoj formuli:

1oy = LKA 0o
( 0) - Ak e

u kojoj Ak predstavlja apsorbancu negativne kontrole (umesto soka je rastvarac), a Aa
apsorbancu analize, odnosno uzorka.

Konstruisan je grafik zavisnosti procenta neutralizacije DPPH radikala od koncentracije
soka. Koncentracije koje neutralisu 50% DPPH radikala (ICsp) odredene su koris¢enjem
algoritma nelinearne regresije. Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri

odredivanja.

3.2. Dizajn humanih interventnih studija

U prvom delu ove teze ispitivali smo vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska,
antropometrijske, hematoloske i biohemijske parametre, masnokiselinske profile
fosfolipida plazme i ER i aktivnost enzima antioksidativne zastite u ER, kod uslovno
zdravih (N=41) i osoba sa MetS (N=71).

3.2.1. Protokol dvonedeljne interventne studije

U prvu studiju bilo je ukljuceno 24 ispitanika oba pola, regrutovanih u sklopu regularne
klinicke prakse u Klini¢ko bolni¢kom centru Zemun na Internoj klinici, odeljenju za
endokrinologiju, dijabetes i poremecaje metabolizma.

Kriterijumi za ukljuéenje u studiju podrazumevali su ispitanike oba pola starosti od 40 do
60 godina, kod kojih je potvrden MetS. Metabolicki sindrom, po NCEP ATP III (engl.
National Cholesterol Education Program Ill, Nacionalni holesterol edukacioni program
[11) kriterijumima (2002), definisan je prisustvom tri ili vise, od ukupno pet faktora rizika
za nastanak KVB:
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1. Abdominalna gojaznost (obim struka > 102cm kod muskaraca, > 88cm kod zena),

2. Nivo triglicerida u serumu > 1.7 mmol/I,

3. Nivo HDL-holesterola u serumu < 1.03mmol/l kod muskaraca, < 1.29mmol/l kod Zena,
4. Vrednost sistolnog/dijastolnog krvnog pritiska > 130/85mmHg,

5. Nivo glukoze u serumu na taste > 5.6mmol/l.

Osim toga, kriterijumi za ukljucenje u studiju podrazumevali su i pridrzavanje zadatih
dijetarnih ograniCenja, koja su definisana protokolom studije a koja se odnose na
izbegavanje namirnica sa visokim sadrzajem polifenola, kao §to su koStunjavi plodovi i
bobicasto voce, dve nedelje pre pocetka studije i striktno u toku same studije. Takode,
ucesnicima studije je objasnjeno da se njihove uobicajne navike u ishrani ne mogu menjati
tokom trajanja studije, jer bi mogle da umanje efekat same intervencije.

Kriterijumi za ne uklju¢ivanje u studiju podrazumevali su:

e osobe sa kardiovaskularnim 1 drugim hroni¢nim oboljenjima, koji zahtevaju
aktivnu farmakoterapiju;

e osobe sa dijagnostifikovanim dijabetesom, koja ukljucuje terapiju insulinom;

e 0sobe koje su na hormonskoj supstitucionoj terapiji

e pusace

e 0sobe koje su uzimale riblje ulje ili druge suplemente koji uti¢u na metabolizam

lipida i MK, ukoliko su uzimani tri meseca pre pocetka studije.

Studija je odobrena od strane Etickog komiteta Klinicko bolni¢kog centra Zemun i
sprovedena je u skladu sa principima Helsinske deklaracije.

Ispitanici koji su prihvatili uc¢es¢e u studiji bili su nasumice podeljeni u dve grupe, od
kojih je prva, interventna grupa svakodnevno konzumirala 300 ml soka od nara uz obrok,
tokom 2 nedelje, dok je druga, kontrolna grupa bila bez tretmana.

Pre pocetka studije nutricionista je obavio razgovor sa svim ucesnicima o njihovim

navikama u ishrani.
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3.2.2. Protokol Sestonedeljne interventne studije

Nakon obradenih rezultata, organizovali smo drugu interventnu studiju u trajanju od Sest
nedelja, u koju su takode bili ukljuceni ispitanici oba pola (N=56) sa MetS. Kriterijumi
za ukljucenje u studiju, kao i sam protokol bili su isti u obe studije. Medutim, 16 ispitanika

je odustalo tokom studije, tako da je studiju zavrsilo ukupno 40 ispitanika.

3.3. Antropometrijska merenja ispitanika

Antropometrijski parametri: telesna masa, masa masnog tkiva, masa misi¢énog tkiva i
ukupan sadrzaj vode koji su izrazeni u kilogramima bili su mereni metodom analize
bioelektricne impedance na apratu Tanita SC331S. Ova metoda zasnovana je na
odredivanju otpora koji pruza tkivo prilikom prolaska slabe naizmenic¢ne struje (800
mikroampera) kroz ljudski organizam. Merenje visine tela izraZzeno u cm, odredivano je
stadiometrom (Perspective Enterprises, Kalamazoo, MI) sa preciznos¢u od 1 mm. Stepen
uhranjenosti ispitanika je izrazavan kroz indeks telesne mase (BMI), koji predstavlja
koli¢nik telesne mase izraZene u kilogramima i1 kvadrata visine u metrima:

BMI= tezina (kg) / (visina (m))?

Obim struka odredivan je u predelu pupka neelasticnom trakom za merenje.

3.4. Uzorkovanje krvi i priprema bioloskih uzoraka

Krv je uzorkovana ujutru izmedu 7 h 1 9 h, nakon 12-to casovnog gladovanja. Serum je
izolovan spontanom koagulacijom na sobnoj temperaturi i centrifugiranjem 10 minuta
nal860 x g obrtaja u Eppendorf 5804 centrifugi. Biohemijske analize u serumu uradene
su odmah po odvajanju seruma.

Masnokiselinski profil FL, kao i stepen lipidne peroksidacije (MDA) odredivani su u
plazmi. Plazma je odvojena centrifugiranjem pune krvi sa etilendiamintrisir¢etna kiselina
(EDTA) kao antikoagulansom, 10 min na 2880 x g i zamrznuta u porcijama od 0.5 ml na
-80°C. Nakon odvajanja plazme, ER su tri puta isprani fizioloskim rastvorom (0.9 %

NaCl), podeljeni u manje zapremine i do analize ¢uvani na-80°C. U ER je odredivan
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masnokiselinski profil fosfolipida, aktivnost enzima antioksidativne zaStite i stepen

lipidne peroksidacije.

3.5. HematoloSke i biohemijske analize

Kompletna krvna slika je odradena automatski na hematoloskom analizatoru ABX
MICROS 60. Biohemijske analize (TG, ukupni holesterol, HDL-holesterol, LDL-
holesterol, glukoza, urea, kreatinin i transaminaze) uradene su na biohemijskom
analizatoru Cobas cl11, koriS¢enjem laboratorijskih komercijalnih kitova (Roche

Diagnostics, Basel, Switzerland) prema uputstvu proizvodaca.

3.6. Odredivanje profila masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita

3.6.1. Analiza masnokiselinskog profila fosfolipida plazme i eritrocita gasno-te¢nom

hromatografijom

Ukupni lipidi plazme i ER ekstrahovani su smeSom organskih rastvaraca hloroform-
metanol 2:1 (v/v). Lipidne klase su razdvojene tankoslojnom hromatografijom (TLC).
Masne kiseline fosfolipidne frakcije su esterifikovane, a dobijeni metil estri MK su

analizirani gasno-te¢nom hromatografijom (GLC).

3.6.2. Ekstrakcija ukupnih lipida iz plazme

Ekstrakcija lipida plazme vrSena je po modifikovanoj metodi izolovanja ukupnih lipida
iz animalnih tkiva (Folch i sar. 1957). U 0.5 ml plazme dodato je 4.5 ml smese organskih
rastvarata hloroforma 1 metanola u odnosu 2:1 (v/v) koji sadrzi 50 mg
butilhidroksitoluena (BHT) tj. 2, 6-bis (1, 1-dimetiletil)-4-metilfenola kao antioksidans.
Uzorci su zatim snazno meSani, na vorteksu, tokom 60 sekundi i1 ostavljeni 3 sata u
frizideru na +4°C. Nakon centrifugiranja u trajanju od 10 minuta na 1860 x g, odbacen je
gornji vodeni sloj, a donji organski uparen do suva. Suvi preciS¢en ekstrakt rastvoren je
u 0.3 ml smese hloroform-metanol 2:1 (v/v) i koris¢en za hromatografsko razdvajanje

lipidnih klasa.
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3.6.3. Ekstrakcija ukupnih lipida iz eritrocita

Priprema lipidnog ekstrakta iz ER zapoceta je homogenizacijom 0.5 ml ER u avanu,
dodavanjem 3 ml smese rastvaraca hloroform-metanol 2:1 (v/v) koji sadrzi 2g/1 BHT-a
(antioksidans), a nastavljena dodavanjem 3 ml smese hloroform-metanol 1:2 (v/v) i 3 mi
smeSe hloroform-metanol 1:1 (v/v). Uzorak je ostavljen preko no¢i na -20°C, a nakon
toga proceden kroz filter papir i uparen do suva. Tako prec¢iS¢eni lipidni ekstrakt rastvoren
je u 0.3 ml smese hloroform-metanol 2:1 (v/v) i kori$é¢en za hromatografsko razdvajanje

lipidnih klasa.

3.6.4. Razdvajanje lipidnih klasa tankoslojnom hromatografijom

Razdvajanje lipidnih klasa radeno je jednodimenzionom tankoslojnom hromatografijom
na silika gelu GH600, MERCK, Velika Britanija, debljine 0.5 mm. Ukupni lipidni
ekstrakt plazme i ER nanosen je na plocu sa silika gelom. Pre upotrebe, ploca je aktivirana
zagrevanjem na 110°C u trajanju od 45 minuta. Kao sistem za razvijanje, koriS¢ena je
smeSa organskih rastvaraca petroletar-dietiletar-sircetna kiselina (87:12:1, v/v/v).
Razdvojene frakcije lipida identifikovane su pod UV lampom (slika 5). Kao najpolarnija

lipidna klasa, FL u ovom sistemu rastvaraca ostaju na pocetku.
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Slika 5. TLC hromatogram neutralnih lipida

(PL = fosfolipidi, DG = diacilgliceroli, HOL = holesterol,
TG = triacilgliceroli, HOL-E =estri holesterola)

3.6.5. Metilacija masnih kiselina

Masne kiseline su direktno esterifikovane po modifikovanoj metodi transesterifikacije
(Christopherson i Glass 1969). U epruvete za metilaciju, koje su opremljene teflonskim
zatvaraCima preneta je fosfolipidna frakcija plazme ili ER i dodato je 1.5 ml heksana.
Proces esterifikacije poceo je dodatkom 0.2 ml 2 M NaOH u metanolu i zagrevanjem na
85°C 1sat, a nastavljen dodatkom 0.2 ml 1 M H2SO4 u metanolu i zagrevanjem 2 sata na
85°C. Nakon hladenja na sobnoj temperaturi, epruvete su centrifugirane na 1860 x g, 15

minuta, a gornji heksanski sloj je uparen do suva u struji azota.
3.6.6. Analiza masnih kiselina gasno-te¢nom hromatografijom

Dobijeni metil estri masnih kiselina analizirani su gasno-te¢nom hromatografijom (engl.
Gas liquid chromatography-GLC) na aparatu SHIMADZU 2014, Kyoto, Japan, koji je
bio opremljen kapilarnom kolonom Rtx 2330, RESTEK, USA. Duzina kolone bila je 60

m, pre¢nik 0.25 mm ID a debljina filma stacionarne faze 0.20 um. Protok noseceg gasa
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(helijuma) bio je 5 ml/min, protok vazduha 320 ml/min, a vodonika 30 ml/min.
Temperatura kolone na startu bila je 140°C i podizana je do 190°C, brzinom od
3°C/minutu, a zatim do 210°C brzinom od 1°C/minutu. Temperatura detektora bila je
240°C, ainjektora 220°C. Uzorci pripremljenih metil-estara rastvoreni su neposredno pre
injektovanja u 10 pl heksana, od cega je injektovan 1 ul. Masne kiseline, u dobijenim
hromatogramima indentifikovane su uporedivanjem sa hromatogramom komercijalnog
standarda masnih kiselina PUFA-2 standard (Supelco, Inc., Belleforte, Pa., USA).
Rezultati su izrazeni u procentima od ukupno razdvojenih masnih kiselina. Primer GLC

hromatograma masnih kiselina fosfolipida seruma (Slika 6.).

16:0

180 181 182

20:3

16:1 | % 224 225 22:6

Slika 6. GLC hromatogram masnih kiselina PL seruma.
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3.7. Analiza parametara oksidativnog stresa

3.7.1. Odredivanje nivoa lipidne peroksidacije u eritrocitima

Nivo lipidne peroksidacije u ER odredivali smo koriste¢i komercijalni kit (Cayman
chemical, Ann Arbor, MI, USA). Metoda odredivanja MDA zasnovana je na reakciji
malondialdehida i ostalih TBARS (engl. Tiobarbituric acid reactive supstances) sa
tiobarbiturnom kiselinom (TBA) na visokoj temperaturi u kiseloj sredini, gde nastaje

kompleks ¢iji je maksimum apsorpcije na 535 nm. Metod je zasnovan na reakciji:

HS N OH
Y N
5 N | Ne—cn—c?
& S » J/ 2 \
H H
OH
TBA Malondialdehid
H.
s N OH HO N SH
A ad
N N ¥ ZH;O
N -Gty
OH OH

Hromofora TBA-MDA

Ukratko, lizat ER napravljen je dodatkom 9900 pl H2O na 100 pl ER. U 100 pl lizata
dodato je 100 pl rastvora SDS i 4 ml pomenutog reagensa za bojenje (530 mg
tiobarbiturne kiseline je pomesano sa 50 ml rastvora TBA-siréetne Kiseline, zatim je
dodato 50 ml rastvora TBA-natrijum hidroksida i meSano sve dok se TBA nije potpuno
rastvorio). Smesa je inkubirana na 100°C tokom 60 minuta. Ohladene epruvete su
centrifugirane 10 min. na 1600 x g. Po 150 pl supernatanta prebaceno je u mikrotitarsku
plo¢u sa 96 mesta i odredivana je apsorbanca na 540 nm. Rezultati su izrazeni U

jedinicama po gramu Hb (U/gHb).
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3.7.2. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD) u eritrocitima

Aktivnost superoksid-dismutaze u ER je odredivana po metodu Goldsteina i saradnika
(Goldstein 1 sar. 1988). Odredivanje aktivnosti SOD ovom metodom zasnovana je na
merenju stepena inhibicije proizvodnje superoksid-anjona, gde se kao izvor superoksid
anjon radikala koristi ksantin. 1z ksantina, u prisustvu ksantin oksidaze, nastaje
superoksid anjon radikal koji dalje reaguje sa 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-
feniltetrazolijum hloridom (INT) pri ¢emu nastaje crvena formazan boja sa maksimumom

apsorpcije na talasnoj duzini 505 nm (Slika 7.).

VSO;,
. $ NN
Ksantin *
i 20,; . - 058 H WST-1 formazan
2 — N=N
\ UNO;
Ksantin oksidaza *
/ 1
Mokraéna o N . .‘
kiselina & N
- ~ 20; 038 — N /ST-1*
HiOs 20; T a8 Na WST
SOD = 0;+H;0 | o
Inhibiciona e
reakcija

Slika 7. Princip odredivanja aktivnosti SOD (preuzeto sa
https://www.dojindo.com/store/p/203-SOD-Assay-Kit-WST.html)

SOD u uzorku ER katalizuje razlaganje superoksid anjon radikala, pri ¢emu inhibira
reakciju sa 2-(4-jodofenil)-3(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum (INT) $to za posledicu ima
smanjenje koncentracije nastalog formazan proizvoda, odnosno intenzitet nastale boje.
Nastanak obojenog jedinjenja pracen je kineticki merenjem apsorbancije na 505 nm, a
jedinica aktivnosti SOD je predstavljena kao koli¢ina enzima koja uzrokuje inhibiciju ove
rekacije za 50 %.

Preciznije, u 5 pl uzorka (lizata eritrocita koji je razblazen 25 puta sa 0.01 M fosfatnim
puferom, pH=7) dodato je 170 ul radnog reagensa (0.05 mmol/I ksantina, 0.025 mmol/Il
INT i 0.94 mmol/I fosfatnog pufera) a nakon 30 s 25 pl ksantin oksidaze (80U/l). Procenat
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inhibicije SOD odredivan je na osnovu standardne krive konstruisane na osnovu vrednosti
apsorbanci oCitanih za seriju standardnih rastvora poznate koncentracije SOD (4.84, 2.42,
1.21, 0.60, 0.30 U/ml). Standardi su razblazeni u 0.01 M fosfatnom puferu, pH=7.
Aktivnost SOD merena je na 505 nm i izraZzena u jedinicama po gramu hemoglobina

(U/gHb).

(100-Auzorka) X 25/HQ iz lizata ER

3.7.3. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT) u eritrocitima

Aktivnost katalaze u ER je odredivana po metodi Aebi i saradnika (Aebi i sar. 1984), koja
se zasniva na pra¢enju promene apsorbance na 230 nm spektrofotometrijskom metodom.
Katalaza razlaze H202 do vode i molekulskog kiseonika, pri ¢emu je jedna jedinica
aktivnosti definisana kao aktivnost enzima potrebna za razgradnju 1 pmol vodonik-
peroksida za 60s na 25°C 1 pH=7. Katalaza je izrazena kao U/gHb.

U 50 pl uzorka hemolizata ER (koji je pripremljen tako $to je u 50 pL hemolizata (1:1)
dodato 50 pl 95% etanola i 5 ml vode i inkubirano 10 minuta na 37°C), dodato je 50 ul 1
M Tris pufera pH=8 i 1 ml 10 mM rastvora vodonik peroksida. Pad apsorbance na
spektrofotometru pracen je svakih 30 sekundi, tokom 3 minuta. Aktivnost CAT, koja je

izrazena po gramu Hb, izracunata je pomocu formule:

100xRxAA

CAT = A XV x0.071

gde je:

AA - srednja vrednost promene apsorbance u minuti;
R - faktor razblazenja (101);

HDb - koli¢ina hemoglobina (u g/100 ml lizata);

V - zapremina uzorka (u ml);

0.071 - milimolarni apsorptivni koeficijent vodonik peroksida.
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3.7.4. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze u eritrocitima

Aktivnost GPx odredivana je u ER po metodi Paglia i Valentine (Paglia i VValentine 1967)
(Slika 8). Metoda je zasnovana na aktivnosti GPx koja katalizuje oksidaciju GSH sa
kumen hiperoksidom, do GSSH. Redukovana forma glutationa nastaje u prisustvu
glutation-reduktaze i NADPH koji se oksiduje do NADP*. Ova reakcija redukcije pracena
je padom apsorbance na 340 nm. Koli¢ina enzima koja oksiduje 1 nM NADPH u minuti,

predstavlja jedinicu aktivnosti GSH-Px i izrazava se u U/g Hb.

Redukovani glutation

NADP"

Gflﬁ#ﬁﬂﬂ reduktaza Glutation peroksidazra

Riboflavin | L Selenijum

_ \ .
MNADPH+H' 2HO

Oksidovani glutation

Slika 8. Princip odredivanja GPx

U 5 ul uzorka (0.05 ml heparizirane krvi u koju je dodato 1 ml destilovane H20, a nakon
5 minuta inkubiranja na sobnoj temperaturi i 1 ml Drapkinovog reagensa) dodato je 220
pl radnog reagensa (4 mmol/I glutationa, 0.5 mmol/l glutation reduktaze, 0.034 mmol/I
NADPH, 0.05M fosfatnog pufera pH=7.2 i EDTA 4.3 mmol/l) i 10 pl kumen
hidroksiperoksida koncentracije 0.18 mmol/l. Apsorbanca je merena na 340 nm, a

aktivnost enzima je izracunata pomoc¢u formule:

(Auzorka — Aslepe probe) x 41 U

Px =
GPx Hemoglobin (g) gHb
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3.7.5. Odredivanje koncentracije hemoglobina u hemolizatima eritrocita

Aktivnost antioksidativnih enzima u ER izrazena je u jedinicama po g Hb. Koncentracija
Hb u uzorcima odredivana je kolorimetrijskom cijanomethemoglobinskom metodom sa
Drabkinovim reagensom (Van Kampen i Zijlstra 1961). Princip metode se zasniva na
oksidaciji Hb u prisustvu alkalnog kalijum-fericijanida do methemoglobina, koji u
reakciji sa kalijum-cijanidom formira cijanomethemoglobin sa apsorpcionim
maksimumom na 540 nm. U 20 pl uzorka ER dodato je 5 ml Drabkin reagensa (sadrzi
kalijum-fericijanid i kalijum-cijanid), i merena apsorbanca na 540 nm nakon 5 min,
koriste¢i Drabkinov reagens kao slepu probu. Sadrzaj Hb u g/l odreden je na osnovu

molarnog apsorpcionog koeficijenta prema slede¢oj jednacini:

16114 x 5.02

———— odnosno:
11000 x 0.02

hemoglobin = A x

hemoglobin = Ax 368

gde je: A - apsorbanca, 16114 g/mol - relativha molekulska masa Hb, 11000 I/mol/cm -
molarni apsorpcioni koeficijent, 5,02 ml — ukupna zapremina, 0,02 ml — zapremina

pakovanih ER.

.3.8. Celijska linija CACO-2

U in vitro eksperimentima kori$¢ena je kancerska ¢elijska linija humanog porekla gajena
u kulturi: CACO-2 c¢elije adenocarcinoma kolona, American Type Culture Collection
(ATCC, Rockville, MD, SAD). Celije su gajene u komercijalnoj DMEM hranljivoj
podlozi (Eaglova hranljiva podloga modifikovana po Dulbecco-u tako da sadrzi 4 mM L-
glutamina, 4.5 g/l glukoze, 1 mM natrijum-piruvata i 1.5 g/l natrijum-bikarbonata) uz
dodatak fetalnog seruma goveceta (10 %) koji je inaktiviran toplotom, streptomicina (100
pg/ml) i penicilina (1001U/ml), na pH=7.2. Celije su gajene na temperaturi 37°C u
atmosferi vazduha sa 5 % ugljen-dioksida. Broj zasejanih celija po bunaru u 96-well
flasku bio je 1.5x10* (Nunc, Rosklide, Denmark) i ostavljene da adheriraju 4h nakon ega

su bile tretirane sa pojedina¢nim ili smeSama razli¢itih urolitina (Tabela 4.)
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Tabela 3. Tretman urolitinima kojima su tretirane CACO-2 ¢elije

Tretman SadrzZaj tretmana Koncentracija (UM)

1 URO-A od 18.75 uM do 150 pM

2 URO-B od 18.75 uM do 150 pM

3 URO-C od 18.75 uM do 150 pM

4 URO-D od 18.75 uM do 150 pM

5 URO-A + URO-B 30 uM + 30 uM

6 URO-A + URO-C +URO-D 30 uM + 30 uM + 30 uM

7 URO-B + URO-C + URO-D 30 uM + 30 uM + 30 M

8 URO-A + URO-B + URO-C 30 UM + 30 uM + 30 UM + 30 uM

+URO-D

Sve supstance za tretman su rastvroene u DMSO (dimetil sulfoksid) i filtrirane (0.2 uM)
pre nego Sto su bile dodate u medijum za kulturu. Kontrolne ¢elije su tretirane sa DMSO
(0.5%). Celije su inkubirane sa svim jedinjenjima maksimalno do 168 sati.

U eksperimentu za trenutnu stimulaciju primenjen je tretman broj 8 (Tabela 5). Flask za
éelijsku kulturu T25 (Nunc, Rosklide, Denmark) zasejan je u gustini od 1x10* éelija po
cm?i éelije su rasle

dok nije dostignuto 80% konfluencije. Potom su ¢elije tretirane tripsinom (2.5 g™ tripsina,
0.2 gLt EDTA) i vitalnost je merena testom sa Tripan plavim po protokolu koji je opisan
u delu 3.9.2. MeSavina urolitina u DMEM je dodavana u ¢elije tretirane tripsinom, nakon

Cega su Celije inkubirane 2 sata na 37 °C u atmosferi vazduha sa 5% ugljen-dioksida.
3.9. Testovi za odredivanje citotoksi¢nosti

Za pracenje citotoksi¢nosti koriS¢enih URO, odredivali smo aktivnost laktat-

dehidrogenaze i vitalnosti ¢elija pre trenutne stimulacije (stdev).
3.9.1. Laktat dehidrogenaza test

Laktat dehidrogenaza katalizuje reakciju redukcije piruvata u laktat, pri cemu se NADH
oksiduje do NAD.

LDH
piruvat + NADH + H* — laktat + NAD*
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U 50 pl supernatanta ¢elijske kulture dodato je 150 pul reagensa koji je sadrzao NAD 7.5
mM, L-laktat 55 mM, pufer pH=8.95, nereaktivni stabilzator i natrijum-azid (0.1 %) kao

prezervativ. Promena apsorbancije je prac¢ena na 339 nm tokom 5 min.

3.9.2. Test sa tripan plavim

Supernatant ¢elijske kulture pomesan je sa Tripan plavim u odnosu 1:1 koriste¢i 0.4 %
rastvor Tripan plavog. Nevijabilne ¢elije su se bojile plavo, a vijabilne ¢elije su ostajale

neobojene. Tripan plavo je pre upotrebe filtriran kroz sterilni filter papir.

3.10. Odredivanje unutardelijskih reaktivnih kiseoni¢nih vrsta

Nivo reaktivnih kiseoni¢nih vrsta koje su nastale unutar éelija merenjem oksidacije 2, 7-
dihlorfluorescin diacetata (DCFH-DA) (Molecular Probes; Life Sciences, Eugene, OR,
USA), po ve¢ opisanoj metodi (Cathcart i sar. 1983). CACO-2 c¢elije su tretirane
mesavinom URO u hranljivom medijumu (tretman 8, Tabela 3.) pri ¢emu su inkubirane
2 h i to je bio kratkoro¢ni tretman ili 168 sati za dugoro¢ni tretman. Nakon inkubacije sa
URO, dodat je 10 pM H.0> u fosfatnom puferu i inkubiran 1 sat na 37°C sa 5 % CO..
Celije su isprane dva puta rastvorom PBS-a, nakon &ega je dodat 0.1 pM DCFH-DA u
PBS-u. Celije su inkubirane 30 min u atmosferi vazduha sa 5 % ugljen-dioksida na 37°C
u mraku. Nakon inkubacije, ¢elije su isprane sa PBS, centrifugirane na 800 x g 10 minuta
1 ponovo rastvorene u 100 uM PBS i analizirane protocnom citometrijom koriste¢i FACS
Calibur (BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Brzina analiziranja je bila oko 1000
dogadaja u sekundi. Za pobudivanje je koriS¢en laser sa plavim te¢nim stanjem 200 mW
na talasnoj duzini od 488 nm. Emisija je zabelezena filterom od 525 nm (FL1, DCFH-
DA). Pozitivne ¢elije su obelezene na FL1-DCFH-DA, SSC plotu. Vrednosti su izraZzene
kao procenat fluorescencije 2,7-dihlorofluorescin (DCFH-DA) u ¢elijama tretiranim sa
DMEM kao negativna kontrola i 10 uM H»O> kao pozitivna kontrola.
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3.11. Odredivanje aktivnosti enzima antioksidativne zasStite u ¢elijskom lizatu caco-

2 Celija

Aktivnost enzima antioksidativne zastite CACO-2 ¢elija odredivan je u 100 ul éelijskog
lizata. Aktivnost antioksidativnih enzima SOD, CAT 1 GPx odredivan je na isti nacin kao
i U ER. Ukratko, Caco-2 ¢elije su tretirane tripsinom i centrifugirane na 1500 x g u trajanju
od 10 minuta na 4 °C. Centrifugirane ¢elije su lizirane sa 50 mM Tris puferom pH=7.5
ohladenom na ledu, sa 150 nM NaCl, 1% NP-40 (Serva, Heidelberg, Germany), 2 mM
EDTA 1 meSavinom inhibitora proteaza (Sigma Aldrich, Manheim, Germany). Pre
merenja enzimske aktivnosti, u lizatima, lizati ¢elija su centrifugirani na 10 000 x g 15
minutes, na 4 °C. Koncentracija proteina u supernatantu je odredivana metodom po Loriju

(Lowry i sar. 1951).

3.12. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su obradeni upotrebom statistickog paketa SPSS for Windows (IBM SPSS 22).
Paremetri od znacaja odredivani su metodom deskriptivne statistike: mere varijabiliteta
(standardna devijacija), merenje centralne tendencije (srednja vrednost), kao i graficko i
tabelarno prikazivanje.

Sapiro-Wilk i Kolmogorov-Smirnov test je koris¢en za ispitivanje normalne distribucije
podataka i prikazani su kao srednja vrednost + standardna devijacija. Podaci su u
zavisnosti od raspodele analizirani parametrijskim ili neparametrijskim testovima.

Za poredenje dve grupe ispitanika koristili smo Studentov t-test. Za duzu i kracu studiju
podaci koji su sledili normalnu raspodelu za razliku izmedu parova analizirani su
sparenim t-testom, odnosno Willcoxon-ovim testom. Kada nisu sledili normalnu
distribuciju, podaci su analizirani Mann-Whitney testom.

Minimalan uslov za postojanje statisticke znacajnosti definisan je p vredno$¢u (nivoom

znacajnosti) manjom ili jednakom 0.05 (p<0.05).
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4. REZULTATI

4.1. Karakteristike soka od nara

Nutritivni sastav soka od nara prikazan je u Tabeli 4. Pored energetske vrednosti, lipida,

proteina, ukupnih ugljenih hidrata, redukujuc¢ih Secera, ukupnih fenola, flavonoida i

antocijana, pH i DPPH, u soku je odreden i sadrzaj EA, zasluzne za biolosku aktivnost

soka od nara.

Tabela 4. Sastav soka od nara

Ispitivani parametri Vrednosti
Energetska vrednost (KJ) 230

Masti (g/kg) <1

Proteini ( g/kg) <1

Ukupni ugljenihidrati ( g/kg) 135

Redukujuéi seceri ( g/kg) 123.3
Titrabilnost (moll™?) 11.6

Ukupni fenoli (g/1)™ 2.938 +0.113
Ukupni flavonoidi (g/1)™ 0.183 £ 0.003
Ukupni antocijani (g/)™ 0.021 +0.001
Elaginska kiselina (g/l) 0.0389 + 0.0019
Neutralizacija DPPH radikala (g/l) 0.00125 £ 0.0003
Ph 3.49

*rezultati su predstavljeni kao srednja vrednostxSD (N=3); 2Izrazeno kao ekvivalent

galne kiseline; *Izrazeno kao ekvivalent kvercetina; “Izrazeno kao ekvivalent cijanidin-3-

glukozid hlorida
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4.2. Antropometrijski i hematoloski parametri, lipidni profil, masnokiselinski profil
fosfolipida plazme i eritrocita i procena aktivnosti elongaza i desaturaza u plazmi i

eritrocitima kod zdravih i osoba sa metaboli¢kim sindromom

4.2.1. Antropometrijske karakteristike

Antropometrijske karakteristike zdravih uc¢esnika studije i osoba sa MetS prikazane su u
Tabeli 5. Rezultati su pokazali da su osobe sa MetS imale znacajno visi (p<0.001) BMI,
obim struka i kuka, vrednosti sistolnog krvnog pritiska i procenat masti u odnosu na

uslovno zdpave ispitanike.
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Tabela 5. Antropometrijske karakteristike i vrednosti krvnog pritiska zdravih i osoba sa

MetS

Antropometrijski Zdrave Osobe sa MetS Referentne

parametri osobe (N=70) vrednosti
(N=41)

Zivotno doba 43.44 £+ 8.69 50.81 +8.79

(godine)

Telesna masa (kg) 70.74 £ 10.41 85.23 + 16.18

Telesna visina (cm)  175.16 + 9.23 171.50 £ 9.46

Indeks telesne mase  23.65 + 1.31 28.58 + 3.48*** Zdravi BMI<25;

BMI muskarci Umereno gojazni

(kg/m?) 25<BMI<30; Gojazni

BMI>30

Indeks telesne mase  22.37 + 1.50 28.72 £ 5.69***

BMI Zene (kg/m?)

Procenat masti 10.88 + 2.26 27.98 + 3.56*** 7 16-33%, m 8-20%

muskarci (%)

Procenat masti zene  21.27 £ 4.26 40.62 £ 7.44***

(%)

Obim struka 75.56 + 9.64 103.77 £ 7.44**

muskarci (cm)

Obim struka Zene 73.64+7.14 97.05 + 14.92**

(cm)

Obim kuka 92.03 +5.45 107.00 £ 9.75**

muskarci (cm)

Obim kuka zene 95.14+4.35  109.08 + 14.60**

(cm)

Sistolni krvni 116.20£5.35  133.05 £ 15.05*

pritisak (mm/Hg)

Dijastolni krvni 76.6 £ 5.83 81.53+10.21

prtisak (mm/Hg)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *** predstavlja

statisticki znacajnu razliku (p<0.001) izmedu grupe zdravih i osoba sa MetS. Koriscen je

Studentov t-test za poredenje podataka sa normalnom raspodelom.
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4.2.2. Krvna slika ucesnika studije

Krvna slika zdravih i osoba sa MetS odredivana je neposredno po vadenju krvi. Rezultati
su pokazali da je broj ER i hematokrit bio statisticki znacajno veéi (p<0.01, p<0.05) kod
osoba sa MetS u odnosu na zdrave ispitanike. (Tabela 6.) ali i da su te vrednosti bile u

okviru referntnih.

Tabela 6. Krvna slika kod zdravih i osoba sa MetS

Krvnaslika  Zdrave osobe (N=37) Osobe sa  MetS Referentne vrednosti

(N=64)
Le (x 10 %) 6.55 + 1.72 5.99 + 1.45 3.50-10.0
Er (x 10%2/1) 4.64 + 0.54 5.24 + 1.08** 3.80-5.80
Hb (g/1) 133.89 + 8.9 136.86 + 14.22 110-165
Het (I/1) 0.41 +0.05 0.44 +0.13* 0.350-0.500
PIt (*10%/1) 241.06 + 52.20 257.91 + 69.34 150-390

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. ** predstavlja
statisticki znacajnu razliku (p<0.01), *predstavija statisticki znacajnu razliku (p<0.05)

izmedu grupe zdravih i osoba sa MetS..

4.2.3. Lipidni profil ucesnika studije

Lipidni profil ispitanika odredivan je u serumu neposredno nakon vadenja krvi. Rezultati
koji su prikazani u Tabeli 7. pokazali su da je koncentracija triglicerida, ukupnog
holesterola i LDL-holesterola bila statisti¢ki znacajno (p<0.001) visa, a koncentracija
HDL-holesterola zna¢ajno (p<0.05) niza, kod osoba sa MetS u odnosu na grupu koju su

Cinili zdravi ispitanici.
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Tabela 7. Lipidni profil kod zdravih i osoba sa MetS

Lipidni parametri Zdrave osobe Osobe sa MetS Referentne
(N=41) (N=71) vrednosti
Trigliceridi (mmol/l) 0.94+0.11 1.72 £ 0.79*** 0.46-2.28
Holesterol (mmol/Il) 4,74 £0.34 6.23 £ 1.14** 3.87-5.20
HDL-holesterol 1.47 £0.10 1.37 £ 0.30* 7>1.60, m>1.45
(mmol/l)
LDL-holesterol 2.90 + 0.67 3.96 + 0.93*** <3.40
(mmol/l)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *** predstavlja
statisticki znacajnu razliku (p<0.001), ** predstavlja statisticki znacajnu razliku

(p<0.01) izmedu grupe zdravih i ljudi sa MetsS..

4.2.4. Analiza masnokiselinskog profila fosfolipida plazme ucesnika u studiji

Profil MK u fosfolipidima plazme, tj. procentualni udeo pojedina¢nih, ukupnih zasi¢enih
, mono- i polinezasi¢enih masnih kiselina u obe grupe ispitanika prikazan je u Tabeli 8.
Procenat palmitinske (16:0), stearinske (18:0) i zasi¢enih masnih kiselina (SFA) kod
osoba sa MetS bio je znacajno visi (p<0.001) u odnosu na grupu zdravih ispitanika. Sa
druge strane, procenat zastupljenosti linolne kiseline i n-6 PUFA bio je znaajno niZi

(p<0.01, p<0.001) kod osoba sa MetS u odnosu na kontrolnu grupu ispitanika.
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Tabela 8. Procentualni udeo MK fosfolipida plazme kod zdravih i osoba sa MetS

Masne kiseline (mol %)

Zdrave osobe (N=38)

Osobe sa MetS (N=51)

16:0
16:1
18:0
18:1 (n-9)
18:2
20:3
20:4
20:5
22:4
22:5
22:6
SFA
MUFA
PUFA
n-6
n-3
n-6/n-3

27.41+1.85
0.48 +0.15
15.76 £ 1.24
10.68 + 1.24
25.23+2.20
2.88 +0.77
12,13 +1.59
0.36 +0.16
0.62+0.19
0.72+0.17
2.95+0.79
43.17 £ 2.00
1117 +1.31
43.23 + 3.89
4251+1.78
4.03+0.94
10.71 £ 2.70

29.43 £ 2.12%**
0.57+0.28
17.23 £ 1.40***
10.88 + 1.53
22.03 £ 2.67**
3.36 +0.82
11.95+2.17
0.41+0.40
0.63 +0.37
0.68 +0.23
2.83 +0.87
46.66 * 2.33***
16.45 £ 1.67
41.89 +2.80
37.27 + 2.57***

3.92+1.19
10.50 + 2.98

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *** predstavlja

statisticki znacajnu razliku (p<0.001); ** predstavlja statisticki znacajnu razliku

(p<0.01) izmedu grupe zdravih i ljudi sa MetS. Koriscen je Studentov t-test za poredenje

podataka sa normalnom raspodelom.

4.2.5. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u plazmi ucesnika u studiji

Procenjena aktivnost enzima desaturaza i elongaza u plazmi predstavljena kao odnos

pojedina¢nih MK prikazana je u Tabeli 9. Rezultati su pokazali da je procenjena aktivnost

A6 desaturaze i1 elongaze bila znacajno (p<0.001) visa, dok je procenjena aktivnost A5

desaturaze bila znacajno (p<0.001) niza kod osoba sa MetS u odnosu na zdrave ispitanike.
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Tabela 9. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u plazmi kod zdravih i osoba sa MetS

Desaturaze i elongaze u Zdrave osobe Osobe sa MetS (N=51)
plazmi (N=37)

A9 desaturaza 0.69+0.12 0.50 £ 0.11***
(18:1n-9/18:0)

A 6 desaturaza i elongaza 0.12+0.03 0.16 £ 0.06***
(20:3n-6/18:2n-6)

A 5 desaturaza 452 +1.35 3.45 + 1.18***
(20:4n-6/20:3n-6)

elongaza (18:0/16:0) 0.63 + 0.08 0.59 + 0.07

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *** predstavlja

statisticki znacajnu razliku (p<0.001) izmedu grupe zdravih i ljudi sa MetS..

4.2.6. Masnokiselinski profil u fosfolipidima membrane eritrocita

Profil MK u fosfolipidima membrana ER, gotovo se u potpunosti razlikovao kod dve
ispitivane grupe (Tabela 10.). Tako je procenat palmitinske (16:0), stearinske (18:0) i
ukupnih SFA, ali i PAL (16:1, n-7) i EPA (20:5, n-3) kiseline bio statisti¢ki znacajno
(p<0.01, p<0.001) visi, dok je procenat LA (18:2 n-6), AA (20:4 n-6), dokozatetraenske
(22:4 n-6), DPA (22:5 n-3), DHA (22:6 n-3), ukupnih polinezasi¢enih, ukupnih n-6 PUFA
i ukupnih n-3PUFA bio znac¢ajno (p<0.01, p<0.001) nizi kod osoba sa MetS u odnosu na
grupu zdravih ispitanika.
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Tabela 10. Procentualna zastupljenost MK u fosfolipidima membrane ER

Masne kiseline (mol %)

Zdrave osobe (N=35)

Osobe sa MetS (N=30)

16:0 24.83 +3.95 26.93 + 4.20%*
16:1 0.31+0.31 0.64 + 0.44%%*
18:0 18.95 + 3.14 22.35 + 2.92%%*
18:1 (n-9) 16.53 + 1.57 16.53 + 2.25
18:2 14.50 + 1.75 12.82 + 2.58%**
20:3 1.65 + 0.39 1.69 + 0.80
20:4 14.63 + 3.45 12.13 + 3.15%**
20:5 0.36 +0.23 0.51 + 0.32%*
22:4 3.38 £ 1.19 2.30 + 1.17%%*
22:5 1.37 +0.52 1.03 + 0.53%**
22:6 3.33+1.63 2.53 + 1.14%*
SFA 43.77 + 6.46 49.28 + 6.12%**
MUFA 16.84 + 1.55 17.16 + 2.36
PUFA 39.22 + 6.49 33.10 + 6.69**
n-6 34.16 +5.23 29.03 + 5.63%**
n-3 5.06 + 1.83 4,07 + 1.55%%*
n-6/n-3 7.38 + 1.99 7.87 + 2.57

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *** predstavlja
statisticki znacajnu razliku (p<0.001); ** predstavlja statisticki znacajnu razliku
(p<0.01); * predstavlja statisticki znacajnu razliku (p<0.05) izmedu grupe zdravih i ljudi
MetS.
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4.2.7. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u eritrocitima

U Tabeli 11. prikazane su procenjene vrednosti aktivnosti desaturaza i elongaza u ER u
obe ispitivane grupe. Vrednost procenjene aktivnosti A9 desaturaze bila je statisticki
znacajno (p<0.001) niza, dok je aktivnost AS desaturaze i elongaze bila statisticki

znacajno (p<0.01, p<0.05) visa kod osoba sa MetS u odnosu na zdrave osobe.

Tabela 11. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u ER

Desaturaze i elongaze u Zdrave osobe Osobe sa MetS (N=35)
ER (N=30)

A9 desaturaza 0.90+0.16 0.76+0.16***
(18:1n-9/18:0)

A 6 desaturaza i elongaza 0.12+0.03 0.14+0.08
(20:3n-6/18:2n-6)

A 5 desaturaza 0.12+2.44 10.18+11.13*
(20:4n-6/20:3n-6)

elongaza (18:0/16:0) 0.77+0.09 0.84+0.13**

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *** predstavlja
statisticki znacajnu razliku (p<0.001);** predstavlja statisticki znacajnu razliku
(p<0.01); *predstavija statisticki znacajnu razliku (p<0.05) izmedu grupe zdravih i ljudi
sa MetS..

4.3. Aktivnost enzima antioksidativne zaStite u eritrocitima kod zdravih i ljudi sa

metaboli¢kim sindromom
4.3.1. Aktivnost superoksid dismutaze
Aktivnost enzima superoksid dismutaze u ER osoba sa MetS je bila statisti¢ki znac¢ajno

(p<0.001) visa u poredenju sa kontrolnom grupom koju su ¢inile zdrave osobe (Grafik

1),
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Grafik 1. Aktivnost superoksid dismutaze u ER kod zdravih i ljudi sa MetS

Vrednosti su predstavijene kao X+ SD. ***predstavija znacajnu (p<0.001) razliku u
odnosu na grupu zdravih ljudi. Koris¢en je Studentov t-test za poredenje podataka sa

normalnom raspodelom.
4.3.2. Aktivnost katalaze

Odredivanje aktivnosti CAT u ER (Grafik 2.) pokazalo je da je aktivnost ovog enzima

bila statisticki znacajno (p<0.001) niza kod osoba sa MetS u odnosu na zdravu kontrolu.

Aktivnost katalaze

120.00
100.00
80.00 *okk

60.00

U/gHb

40.00

20.00

0.00
Zdravi Metabolicari

Grafik 2. Aktivnost katalaze kod zdravih i osoba sa MetS
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Vrednosti su predstavijene kao X+ SD. ***predstavija znacajnu (p<0.001) razliku u
odnosu na zdravu kontrolu. Koris¢en je Studentov t-test za poredenje podataka sa

normalnom raspodelom.
4.3.3. Aktivnost glutation peroksidaze

Za razliku od SOD i CAT, aktivnost GPx nije se znacajno razlikovala izmedu grupe
zdravih i osoba sa MetS (Grafik 3.).

Aktivnost GPx
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2 50.00 I
20
S 40.00
30.00
20.00
10.00
0.00
Zdravi Metabolicari

Grafik 3. Aktivnost glutation peroksidaze kod zdravih i ljudi sa MetS

4.4. Antropometrijski, hematoloSki i biohemijski parametri, masnokiselinski profil
fosfolipida plazme i eritrocita i procena aktivnosti elongaza i desaturaza u plazmi i

eritrocitima ucesnika u dvonedeljnoj studiji
4.4.1. Antropometrijske karakteristike uc¢esnika u studiji

Antropometrijske karakteristike i vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska
ucesnika dvonedeljne studije prikazane su u Tabeli 12. U studiju su bile ukljucene osobe
oba pola, starosti izmedu 40 i 60 godina, kod kojih je utvrdeno prisustvo MetS. Ispitanici
su metodom slucajnog uzorka bili podeljeni u 2 grupe. Interventna grupa konzumirala je

300 ml soka od nara tokom 2 nedelje, dok je kontrolna grupa bila bez suplementacije.
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Nasi rezultati su pokazali da nije bilo znacajnih razlika u ispitivanim parametrima na

pocetku i1 na kraju studije u obe ispitivane grupe.

Tabela 12. Antropometrijske karakteristike uc¢esnika na pocetku i na kraju dvonedeljne

studije
Antropometrijs Intreventna Interventna  Kontrolna grupa Kontrolna grupa
Ki parametri grupa na grupa na kraju na pocetku na kraju (N=12)
pocetku (N=12) (N=12)
(N=12)
Zivotno doba 54.42 + 6.26 52.38 £13.31
(godine)
Telesna masa 87.53+1551 87.14+14.96 88.75+19.39 79.69 £ 19.05
(kg)
Telesna visina 173.17 £7.19 172.18 £13.36
(cm)
Indeks telesne 29.02+3.80  28.96 + 3.62 27.85 +2.49 27.78 £2.38
mase (kg/m?)
Obim kuka 112.25+9.85 111.75+9.47  109.83+9.19 108.86 + 9.27
(cm)
Obim struka 102.75+2.36 101.05+5.20 104.00+11.70 100.75+12.01
muskarci (cm)
Obim struka 96.43+9.50  95.85+9.50 96.40 £ 11.90 97 £12.02
Zene (cm)
Procenat masti 3458+790 34.64+7.61 38.16 £ 4.53 36.99 +4.38
(%)
Sistolni krvni 133.42 +18.33 129.33 + 126.20 £17.11  126.09 + 20.16
pritisak 16.13
(mm/Hg)
Dijastolni krvni 82.92+10.11 7750+10.46 78.00+11.06 74.50 £ 9.79
pritisak
(mm/Hg)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija.

4.4.2. Krvna slika i sedimentacija ucesnika u studiji

Krvna slika i sedimentacija svih ucesnika u studiji odredivane su neposredno nakon

vadenja krvi. lako se broj ER i hematokrit znacajno (p<0.01, p<0.05) smanjio, nakon 2
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nedelje konzumiranja soka, vrednosti svih ispitivanih parametara bile su u okviru
referentnih (Tabela 13.).

Tabela 13. Vrednosti krvne slike i sedimentacije na pocetku i na kraju dvonedeljne studije

Krvna slika i Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna
sedimentacija  grupa na poc¢etku grupa na kraju grupa na grupa na kraju
(N=12) (N=12) pocetku (N=12)
(N=12)
Le (x 10 /) 592+1.22 6.07 + 1.65 5.82+1.52 565+ 1.44
Er (x 10%%/1) 4.96 + 0.59 4.82 + 0.51** 4.75+0.32 4.62 +0.35
Hb (g/1) 125.83 +13.31 123.33+11.25 123.17 + 119.50 +
10.78 10.93
Hct (I/1) 0.52+0.28 0.42 + 0.04* 0.42 +0.04 0.41 +0.03
PIt (*10%/1) 265.25 £ 69.32 271.08 + 82.65 228.00 + 210.33 £
21.40 18.64
Pct 0.19 £ 0.04 0.19 £ 0.05 0.17 £0.02 0.16 +0.02
Se 9.50 + 6.80 10.67 +8.41 10.17 + 4.83 8.33+4.59

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja
statisticki znacajnu (p<0.05) razliku, ** predstavlja statisticki znacajnu (p<0.01) razliku

u odnosu na pocetak studije.

4.4.3. Biohemijski parametri u¢esnika u studiji

Biohemijski parametri u serumu odredivani su kod svih ispitanika neposredno posle
vadenja krvi. Rezultati prikazani u Tabeli 14. pokazuju da konzumiranje 300 ml soka od
nara znacajno (p<0.05) smanjuje koncentraciju LDL-holesterola i AST kod osoba sa
MetS nakon 2 nedelje. Vrednosti biohemijskih parametara u kontrolnoj grupi nisu se

znacajno menjali tokom studije.
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Tabela 14. Vrednosti biohemijskih parametara u serumu na pocetku i na kraju

dvonedeljne studije

Biohemijski Interventna  Interventna grupa Kontrolna Kontrolna

parametri grupa na nakraju (N=12)  grupa na grupa nakraju
pocetku pocetku (N=12)
(N=12) (N=12)

Glukoza 5.50 £ 0.77 540+ 1.11 533+1.35 5.00 + 1.08

(mmol/l)

Trigliceridi 1.74 £ 0.69 1.80 £ 0.87 1.33+£0.83 1.33+£0.82

(mmol/l)

Holesterol 7.07+1.16 6.80+1.19 6.51+1.14 5.79+0.97

(mmol/l)

HDL- 1.24£0.23 1.18 £0.23 1.51+0.27 1.47£0.28

holesterol

(mmol/l)

LDL- 4.25+0.84 3.97 £ 0.83* 4.03+£0.93 3.45+0.76

holesterol

(mmol/l)

Urea (mmol/l) 4.90 + 2.36 435+1.14 498 +1.19 4.88 +1.05

Mokrac¢na

Kiselina 393.73+137.81  348.75+122.94 305.00+110.29 339.43+124.95

(umol/Il)

ALT (U 32.76 £15.61 2856+ 1558 22.86 +8.93 23.80 £9.01

AST (U/l) 2342 +5.12 21.08 £3.79*  21.96 +4.57 22.06 + 4.81

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu (p<0.05) razliku u odnosu na pocetak studije.

4.4.4. Analiza masnokiselinskog profila fosfolipida plazme ucesnika u studiji

Profil masnih kiselina u fosfolipidima plazme obe grupe ispitanika koje su ucestvovale u
studiji, prikazan je u Tabeli 15. Od svih ispitivanih parametara, jedino je procenat

zastupljenosti DHA (22:6 n-3) u interventnoj grupi, na kraju studije bio statisticki

znacajno (p<0.05), nizi u odnosu na pocetak studije.
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Tabela 15. Masnokiselinski profil fosfolipida plazme na pocetku i na kraju dvonedeljne

studije
Masne Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna
kiseline (mol grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
%) pocetku (N=12) pocetku (N=12)
(N=12) (N=12)
16:0 30.51 +£2.29 30.63 +£2.04 28.96 + 2.02 29.99 + 3.29
16:1 0.59+0.36 0.64 +0.39 0.43+0.16 0.58 +0.32
18:0 17.58 +1.39 17.12 + 1.86 16.87 +1.24 14.83 +5.03
18:1 (n-9) 8.45+1.84 9.26 +2.25 8.62+1.39 9.35+1.77
18:1 (n-7) 141+0.42 1.66 £ 0.51 1.70£0.37 1.93 £ 0.36
18:2 23.37 +3.74 24.06 £ 2.49 22.21 +3.18 21.74 +£2.83
20:3 3.51+1.20 3.56 +1.05 3.69 £ 0.69 3.32+1.00
20:4 10.83+2.91 10.13 + 2.59 12.58 + 2.13 12.80 + 3.25
20:5 0.15+0.12 0.15+0.09 0.46 £ 0.37 0.58 +0.62
22:4 0.46 +0.18 0.41+0.13 0.53+0.21 0.57+0.32
22:5 0.61+0.14 0.60 +0.12 0.74+0.21 0.81+0.46
22:6 2.48 +0.98 1.85 +0.54* 3.20+0.91 3.50+1.10
SFA 48.09 + 2.55 47.76 £ 2.60 4583 +2.16 44.81 +4.92
MUFA 10.45+2.10 11.57+2.73 10.75+1.41 11.86 +1.74
PUFA 41.45+3.24 40.76 £ 2.75 43.42 +£3.09 43.33+5.01
n-6 38.22+2.94 38.15+2.79 39.01 +3.01 38.44 + 4.69
n-3 3.24 +1.07 2.61+0.59 4.40+1.35 4.89+1.73
n-6/n-3 12.67 + 3.19 15.43 +4.03 9.69 +3.14 8.79 + 3.17

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu razliku (p<0.05) u odnosu na pocetak studije.



4.4.5. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u plazmi

Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u plazmi prikazna je u Tabeli 16. Rezultati su
pokazali da je vrednost A9 desaturaze bila statisticki znac¢ajno (p<0.05) visa, nakon 2
nedelje konzumiranja soka od nara, kod osoba sa MetS. Procenjena aktivnost ostalih

enzima, na pocetku i na kraju studije, nije se znacajno razlikovala u ispitivanim grupama.

Tabela 16. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza na pocetku i na kraju dvonedeljne

studije
Desaturaze i Interventna Interventna Kontrolna grupa  Kontrolna grupa
elongaze u plazmi grupa na grupa na kraju na pocetku na kraju (N=12)
pocetku (N=12) (N=12)
(N=12)
A9 desaturaza 0.48 £0.12 0.55+0.19* 0.51£0.09 0.57£0.10
(18:1n-9/18:0)
A 6 desaturaza i 0.15+£0.07 0.15£0.07 0.17£0.04 0.15+£0.07
elongaza
(20:3n-6/18:2n-6)
A 5 desaturaza 2.80+£0.88 2.92 +1.46 3.55+1.13 3.65 £ 1.67
(20:4n-6/20:3n-6)
elongaza 0.58 £ 0.07 0.56 £ 0.08 0.59 £ 0.06 0.56 £ 0.07

(18:0/16:0)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu razliku (p<0.05) u odnosu na pocetak studije.

4.4.6. Masnokiselinski profil fosfolipida membrane eritrocita uc¢esnika u studiji
Profil MK u fosfolipidima membrane ER u obe ispitivane grupe, tacnije procentualni
udeo pojedinac¢nih masnih, ukupnih SFA, MUFA i PUFA prikazan je u Tabeli 17. Za

razliku od plazme, procenat DHA (22:6) ali i DGLA (20:3 n-6) kiseline bio je statisticki

znacajno (p<0.05) veci u interventnoj grupi nakon dvonedeljne suplementacije.
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Tabela 17. Procentualna zastupljenost MK u fosfolipidima membrane ER na pocetku i na

kraju dvonedeljne studije

Masne Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna
kiseline (mol grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
%) pocetku (N=12) pocetku (N=12)
(N=12) (N=12)
16:0 30.88 £ 2.30 30.67 £2.73 26.09 + 3.38 26.63 + 3.50
16:1 0.62+0.51 0.46 +0.14 0.69 +0.38 0.64 +0.32
18:0 23.93 +£2.83 23.21 £ 2.05 24.76 + 2.07 2343 +£1.94
18:1 (n-9) 1352+ 2.72 14.50 +1.80 1559+ 251 16.87 + 3.15
18:1 (n-7) 230x0.71 1.85+0.24 1.96 +£0.21 1.99 + 0.36
18:2 13.77 + 3.03 11.99 + 3.39 11.69 +1.94 11.61+2.14
20:3 1.40+0.28 1.89+0.47* 1.85+0.81 2.12 £ 0.67
20:4 9.16+1.76 10.19+1.00 12.44 + 2.57 11.17 +2.08
20:5 0.68 +0.38 0.62 +0.37 0.44+0.24 0.56 +0.34
22:4 142+0.21 1.83+0.49 2.37%0.78 277+101
22:5 0.67+0.41 0.87 +0.43 0.80 +0.30 0.94 +0.22
22:6 1.66 +£0.47 1.93 £ 0.60* 2.32+0.73 2.27+051
SFA 54.81 +2.87 53.88 £ 2.79 50.84 +4.38 50.05+4.33
MUFA 16.44 + 2.62 16.81 + 1.86 17.26 + 2.40 18.51 + 3.47
PUFA 28.75 + 3.54 29.31 + 3.89 31.90 + 4.67 28.67 +4.04
n-6 25.75+3.22 25.89 + 3.68 28.34 +4.33 27.67 £4.53
n-3 3.00+£0.82 342+1.01 3.56 £ 0.85 3.77 +0.88
n-6/n-3 9.08 +2.39 8.16 + 2.57 8.44+2381 7.65+201

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu (p<0.05) razliku u odnosu na pocetak studije.



4.4.7. Procenjena aktivnosti desaturaza i elongaza u eritrocitima

Procenjena aktivnost desaturaza i elongaza u ER prikazana je u Tabeli 18. i pokazala da
je nakon dve nedelje konzumiranja 300 ml soka od nara, doslo do zna¢ajnog (p<0.05)
povecanja A6 desaturaze i elongaze i smanjenja (p<0.01) A5 desaturaze, kod osoba sa

MetS.

Tabela 18. Procenjena aktivnost desaturaza i elongaza u ER na pocetku i na kraju

dvonedeljne studije

Desaturaze i Interventna Interventna Kontrolna grupa Kontrolna grupa
elongaze u grupa na grupa na kraju na pocetku na kraju (N=12)
eritrocitima pocetku (N=12) (N=12)

(N=12)
A9 desaturaza 0.67+0.14 0.71 +0.06 0.69 £ 0.15 0.79 £ 0.17
(18:1n-9/18:0)
A 6 desaturaza i 0.11 +0.03 0.17 £ 0.06* 0.14+0.11 0.16 + 0.08
elongaza
(20:3n-6/18:2n-6)
A 5 desaturaza 7.38+1.73 5.66 £ 1.27** 7.48 +3.19 6.22 £ 2.35
(20:4n-6/20:3n-6)
elongaza 0.79+0.13 0.76 £0.11 0.94 +£0.15 0.88 £0.18
(18:0/16:0)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. ** predstavlja
statisticki znacajnu (p<0.01) razliku; *predstavija statisticki znacajnu (p<0.05) razliku u

odnosu na pocetak studije.

4.5. Aktivnost enzima antioksidativne zaStite i stepen lipidne peroksidacije u

eritrocitima ucesnika u dvonedeljnoj studiji

4.5.1. Aktivnost superoksid dismutaze u eritrocitima ucesnika u studiji

Aktivnost superoksid dismutaze u ER, interventne i kontrolne grupe, nije se zna¢ajno

razlikovala na pocetku i na kraju studije (Grafik 4.).
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Grafik 4. Aktivnost superoksid dismutaze u ER ucesnika na pocetku i na kraju

dvonedeljne studije
4.5.2. Aktivnost katalaze u eritrocitima ucesnika u studiji

Rezultati odredivanja aktivnosti katalaze (Grafik 5.) u ER, obe ispitivane grupe, pokazali

su da nije bilo statisticki znacajne razlike na pocetku i na kraju studije.

Aktivnost katalaze
100.00
80.00

40.00

U/gHb

20.00

0.00
intervencija kontrola

Na pocetku M Na kraju

Grafik 5. Aktivnost katalaze u ER ucesnika na pocetku i na kraju dvonedeljne studije
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4.5.3. Aktivnost glutation peroksidaze u eritrocitima ué¢esnika u studiji

U odnosu na druge enzime antioksidativne zastite, kod kojih nije bilo statisticki znacajnih
promena, rezultat odredivanja aktivnosti GPx u ER pokazao je znacajno smanjenje
(p<0.05) aktivnosti GPx, nakon dvonedeljnog konzumiranja soka od nara, kod osoba sa
MetS (Grafik 6.).

Aktivhost GPx

Intervencija Kontrola

Na pocetku studije B Na kraju studije

Grafik 6. Aktivnost gluation peroksidaze u ER ucesnika na pocetku i na kraju
dvonedeljne studije
Vrednosti su predstavljene kao X+ SD. * predstavlja statisticki znacajnu (p<0.05) razliku

u odnosu na pocetak studije.

4.5.4. Stepen lipidne peroksidacije

Koncentracija MDA u ER, kao parametra lipidne peroksidacije, kod svih uéesnika u

studiji se nije znacajno menjala tokom dvonedeljne studije (Grafik 7.)

62



Aktivhost MDA
50.00

40.00

30.00 I

20.00

nmol/gHb

10.00

0.00
Intervencija Kontrola

Na pocetku studije  H Na kraju studije

Grafik 7. Koncentracija malonaldehida u ER uéesnika na pocetku i na kraju dvonedeljne

studije

4.6. Antropometrijski, hematoloSki i biohemijski parametri, masnokiselinski profil
fosfolipida plazme i eritrocita i procena aktivnosti elongaza i desaturaza u plazmi i

eritrocitima ucesnika u Sestonedeljnoj studiji

4.6.1. Antropometrijske karakteristike u¢esnika u studiji

Nakon dvonedeljne studije organizovali smo studiju u trajanju od 6 nedelja u koju su bili
ukljuceni ispitanici oba pola, starosti izmedu 40 i 60 godina, kod kojih je potvrden MetS.
Svi ispitanici bili su podeljeni u 2 grupe pri ¢emu je interventna grupa dobijala 300 ml
dnevno soka tokom 6 nedelja. lako su vrednosti nekih parametara bile promenjene na

kraju studije, te razlike nisu bile statisticki znacajne (Tabela 19.)
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Tabela 19. Antropometrijske karakteristike ucesnika na pocetku i na kraju Sestonedeljne

pritisak (mm/Hg)

studije
Antropometrijski Intreventna Interventna Kontrolna Kontorolna
parametri grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
pocetku (N=25) pocetku (N=15)
(N=25) (N=15)

Zivotno doba 52.19+6.72 47.25+10.29

(godine)

Telesna masa (kg) 87.32 £ 86.95+14.71 81.36+18.81 78.37+18.37
13.72

Telesna visina 170.54 + 171.76 £

(cm) 9.16 10.34

Indeks telesne 29.84+4.44  29.65+451 27.13 £ 6.63 26.88 + 5.99

mase BMI

(kg/m?)

Obim kuka 109.95 + 111.78 £3.80 107.90+4.58 107.67 +£3.58

muskarci (cm) 2.35

Obim kuka Zene 119.60 117.33+£9.3 109.10 £ 108.38 + 11.67

(cm) 8.52 14.98

Obim struka 110.00 £ 10050+ 7.8  96.50+8.39 98.20+11.39

muskarci (cm) 2.92

Obim struka Zzene  98.11+8.19  93.57+9.47 90.90+13.63 87.31+11.64

(cm)

Procenat masti 37.01+8.72 37.78+890 31.27+9.73  32.17+8.43

(%)

Sistolni krvni 133.28 + 129.86 + 18.78 126.87 + 124.65 + 16.28

pritisak (mm/Hg) 15.48 18.26

Dijastolni krvni 82.83+9.75 79.14+885 80.60+11.32 75.65+8.20

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija.

4.6.2. Krvna slika i sedimentacija ucesnika u studiji

Krva slika 1 sedimentacija svih ucesnika u studiji odredivane su neposredno nakon
vadenja krvi. Rezultati su pokazali da je broj leukocita bio statisticki znacajno (p<0.05)

vedi, dok je vrednost Hb bila statisticki znac¢ajno (p<0.05) manja nakon Sestonedeljnog

konzumiranja soka od nara, ali da su sve vrednosti bile u okviru referentnih (Tabela 20.)
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Tabela 20. Krvna slika 1 sedimentacija na pocetku 1 na kraju Sestonedeljne studije

Krvna slika i Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna
sedimentacija grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
pocetku (N=25) pocetku (N=15)
(N=25) (N=15)
Le (x 10 ¥/I) 599 +1.57 6.48 £ 1.41* 6.07 £ 1.47 6.07 £1.33
Er (x 10*2/1) 4.72 £0.40 4.66 +0.42 4.83 £0.49 4.67 £0.47
Hb (g/l) 139.81 +11.19 137.35 143.43 + 139.48 +
12.31* 13.02 12.10
Hct (1/1) 0.41+0.03 0.41+0.04 0.43 £0.03 0.42 £ 0.03
PIt (*10%1) 266.50 + 87.06 264.58 £ 72.15 251.62 + 245,52 +
49.75 39.21
Se 13.88£10.43 14.71x12.14 12.89 £ 7.73 11.83 £6.37

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu razliku (p<0.05) u odnosu na pocetak studije.

4.6.3. Biohemijski parametri u serumu

Biohemijski parametri u serumu odredivani su neposredno nakon vadenja krvi. Rezultati
prikazani u Tabeli 21. pokazuju da konzumiranje soka od nara nije uticalo na promenu

biohemijskih parametara kod osoba sa MetS izuzev koncentracije glukoze koja ja bila

znacajno (p<0.05) veéa, na kraju studije ali su te vrednosti bile u okviru referentnih.
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Tabela 21. Vrednosti biohemijskih parametara u serumu na pocetku i na kraju

Sestonedeljne studije

Biohemijski Interventna Interventa Kontrolna Kontrolna

parametri grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
pocetku (N=25) pocetku (N=15)
(N=25) (N=15)

Glukoza 5.09 + 0.66 535+0.73* 5.38+1.40 512 +1.26

(mmol/l)

Trigliceridi 1.65+0.87 1.95+0.98 1.44 +0.81 1.19 £ 0.65

(mmol/l)

Holesterol 6.10+1.03 6.15+1.12 5.77+1.08 5.50 £ 0.68

(mmol/l)

HDL-holesterol 1.33£0.34 1.32£0.37 1.40£0.28 1.42 £0.30

(mmol/l)

LDL-holesterol 3.99+0.92 3.91+1.09 3.69+0.98 3.48 £ 0.61

(mmol/l)

Urea (mmol/l) 519+1.42 4.86 £ 1.20 4.71+£1.26 4.70 £1.09

Mokraéna 342.44 + 32471 +77.42 263.88 + 93.85 305.36 +

Kiselina 125.71 102.14

(umol/l)

ALT (UN) 2444 + 1422 2742 +19.77 24.75x1258 25.25+16.21

AST (U/l) 24.70 +12.28 2251 +7.66 21.81+7.03 22.77+10.22

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu (p<0.05) razliku u odnosu na pocetak studije.

4.6.4. Analiza masnokiselinskog profila fosfolipida plazme ucesnika studije

Profil MK u fosfolipidima plazme interventne i kontrolne grupe, tacnije procentualni
udeo pojedina¢nih MK, ukupnih SFA, MUFA i PUFA u obe grupe prikazan je u Tabeli

21. Analiza masnokiselinskog profila FL plazme obe ispitivane grupe nakon Sest nedelja

trajanja studije, pokazala je da procenat AA (20:4 n-6) bio znac¢ajno manji dok je procenat

ukupnih SFA bio znacajno veci, nakon Sestonedeljnog konzumiranja soka od nara.
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Tabela 21. Masnokiselinski profil fosfolipida plazme na pocetku i na kraju Sestonedeljne

studije
Masne Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna
kiseline (mol grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
%) pocetku (N=25) pocetku (N=15)
(N=25) (N=15)
16:0 27.33+£1.40 28.45 +1.87 28.55 + 2.33 26.78 £1.12
16:1 0.69 +0.40 0.85+0.37 0.35+0.15 0.62 +0.36
18:0 17.55 +1.57 18.27 + 2.15 16.05+0.72 16.47 +2.44
18:1 (n-9) 8.55+1.16 8.57+1.90 8.07 £ 1.63 8.15+0.98
18:1 (n-7) 2.30+0.50 1.94 + 0.68 1.93+0.37 2.21+0.33
18:2 21.42 +1.92 21.28 +2.34 20.95 + 3.53 21.90 + 3.36
20:3 3.12+0.65 3.54+1.03 3.90+£0.88 3.45+1.48
20:4 13.14 + 1.67 11.61 + 0.62* 14.10 +1.97 15.24 + 3.69
20:5 0.77+0.51 0.96 +0.62 0.68 £ 0.39 0.81+0.70
22:4 0.97 £0.77 0.82+0.73 0.67+0.21 0.84 +0.36
22:5 0.80+0.34 0.63+0.29 0.82+0.26 0.97+0.70
22:6 3.37+0.80 3.21+121 3.94 +£0.62 458 +0.73
SFA 4488 +1.79 46.72 £ 1.69* 4460 £ 2.11 43.25+2.74
MUFA 1154 +1.81 11.37 +2.50 10.34 + 1.66 10.97 +1.30
PUFA 43.58 £ 1.35 42.04 £ 2.61 45.05 + 3.17 47.78 £ 3.28
n-6 38.65+1.73 37.25+1.97 39.61 + 3.65 41.43 + 4.56
n-3 493+1.15 4.79+1.48 5.44+1.05 6.35+1.38
n-6/n-3 8.38+2.70 8.36 + 2.17 7.62+221 6.92 £ 2.45

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu (p<0.05) razliku u odnosu na pocetak studije.
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4.6.5. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u plazmi ucéesnika u studiji
Procena aktivnosti sistema desaturaza i elongaza u plazmi prikazan je u Tabeli 22.
Rezultati su pokazali da je nakon Sest nedelja konzumiranja soka od nara doSlo do

smanjenja aktivnosti A5 desaturaze.

Tabela 22. Aktivnosti desaturaza i elongaza u plazmi na pocetku i na kraju Sestonedeljne

studije
Desaturaze i Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna
elongaze u grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
plazmi pocetku (N=25) pocetku (N=15)

(N=25) (N=15)

A9 desaturaza 0.49+£0.11 0.48£0.14 0.50+£0.11 0.57 £ 0.08
(18:1n-9/18:0)
A 6 desaturazai  0.15+ 0.03 0.17 £ 0.04 0.19 £ 0.04 0.17+0.10
elongaza
(20:3n-6/18:2n-
6)
A 5 desaturaza 4.37 £0.95 3.58 + 1.29* 3.89+1.52 441 +3.24
(20:4n-6/20:3n-
6)
elongaza 0.64 £ 0.07 26.61 + 14.69 0.57 £ 0.06 0.61 +0.09
(18:0/16:0)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu (p<0.05) razliku u odnosu na pocetak studije.

4.6.6. Masnokiselinski profil fosfolipida membrane eritrocita

Profil masnih kiselina u FL membrana ER u obe ispitivane grupe, odnosno procentualni
udeo pojedinaénih MK, SFA, MUFA i PUFA u obe grupe prikazan je u Tabeli 23.
Masnokiselinski profil ER se priliéno razlikovao na pocetku i na kraju studije, u
interventnoj grupi. Tako je procenat palmitinske (16:0), palmmitoleinske (16:1, n-7),
oleinske (18:1 n-9), SFA i MUFA bio statisticki znacajno (p<0.05, p<0.01) visi, a
procenat AA (20:4, n-6), DPA (22:5, n-3), DHA (22:6, n-3) i ukupnih PUFA znacajno
(p<0.05, p<0.01) nizi u odnosu na pocetak studije. U kontrolnoj grupi nije bilo promena.
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Tabela 23. Procentualna zastupljenost masnih kiselina u fosfolipidima membrane ER na

pocetku i na kraju Sestonedeljne studije

Masne Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna
kiseline (mol grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
%) pocetku (N=25) pocetku (N=15)
(N=25) (N=15)

16:0 24.00 £ 3.37 25.55 £ 2.72* 26.38 + 3.59 27.23+4.12
16:1 0.54 +0.35 0.85+0.61* 0.64 +0.37 0.59+0.32
18:0 20.10 £1.53 20.23 +1.54 23.70 + 2.88 22.88 +2.44
18:1 (n-9) 17.39 +1.38 18.47 + 1.58* 15.99 +2.42 16.90 + 2.79
18:2 13.83 +1.88 14.11 + 1.67 12.13 +2.24 11.77 + 2.66
20:3 1.81+0.72 2.25+0.84 1.51+£0.95 1.85+0.92
20:4 1426 +2.48 1228 +243** 1244 +2.70 11.22 + 2.39
20:5 0.49+0.23 0.48 +0.33 0.47+0.40 0.50 +0.33
22:4 2.88+1.35 243+1.14 2.67 £0.94 297 +1.00
22:5 1.36 £ 0.63 1.01 £ 0.42* 0.88 £0.33 1.02+0.31
22:6 3.35+1.15 2.35+0.88** 2.41+0.89 2.28+£0.80
SFA 44.10 £ 4.53 45.78 + 3.26* 50.08 +£4.94 50.11 £5.22
MUFA 1794 +151  19.32+158**  16.62 +2.57 17.49 + 2.88
PUFA 37.97 £5.61 34.91 + 4.51* 32.52+5.24 31.61 +6.40
n-6 32.78 + 4.66 31.07 £ 3.40 28.75+4.73 27.81+£5.79
n-3 3.85+1.23 3.83+1.21 3.77+1.00 3.80+1.11
n-6/n-3 8.36 + 2.18 8.67+2.31 8.12 + 2.68 7.86 +2.44

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *** predstavlja

statisticki znacajnu razliku (p<0.001), ** predstavlja statisticki znacajnu razliku

(p<0.01); *predstavija statisticki znacajnu razliku (p<0.05) u odnosu na pocetak studije.
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4.6.7. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u eritrocitima ucesnika u studiji

Procenjene aktivnosti desaturaza i elongaza u ER (Tabela 24.) su pokazale da je nakon
Sest nedelja konzumiranja soka od nara, doslo do smanjenja aktivnosti A5 desaturaze.
Tabela 24. Procenjena aktivnost desaturaza i elongaza u ER na pocetku i na kraju

Sestonedeljne studije

Desaturaze i Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna

elongaze u grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju

plazmi pocetku (N=25) pocetku (N=15)
(N=25) (N=15)

A9 desaturaza 0.86 £ 0.07 0.92 £0.10 0.69£0.17 0.75+£0.17
(18:1n-9/18:0)

A6 desaturaza i 0.14 £ 0.06 0.16 £ 0.05 0.14 £0.10 0.16 £ 0.08
elongaza

(20:3n-6/18:2n-

6)

A5 desaturaza 8.10 £ 3.25 6.31 £ 2.64* 8.42 £3.92 7.02+271
(20:4n-6/20:3n-

6)

elongaza 0.84 £0.09 0.80+£0.10 0.91+£0.15 0.85+0.14
(18:0/16:0)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu razliku (p<0.05) u odnosu na pocetak studije.

4.7. Aktivnost enzima antioksidativne zaStite i stepen lipidne peroksidacije u

eritrocitima ucesnika u Sestonedeljnoj studiji

4.7.1. Aktivnost superoksid dismutaze ucesnika u studiji

Odredivanje aktivnosti SOD (Grafik 8.) u ER ucesnika u Sestonedeljnoj studiji pokazala

je da do kraja studije nije bilo znacajnih razlika ni u jednoj od ispitivanih grupa.
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Grafik 8. Aktivnost superoksid dismutaze u ER ucesnika na pocetku i na kraju

Sestonedeljne studije
4.7.2. Aktivnost glutation peroksidaze ucesnika u studiji
Aktivnost GPx u ER (Grafik 9.) u interventnoj grupi se statisticki znacajno smanjila

(p<0.01) nakon 6 nedelja konzumiranja 300 ml/danu soka od nara. U kontrolnoj grupi

nije bilo znacajnih razlika.
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Grafik 9. Aktivnost glutation peroksidaze u ER ucesnika na pocetku i na kraju
Sestonedeljne studije
Vrednosti su predstavljene kao X+ SD. ** (p<0.01) predstavilja znacajnu razliku u odnosu

na pocetak studije.
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4.7.3. Stepen lipidne peroksidacije

Koncentracija MDA u ER na kraju studije nije se znacajno razlikovala u odnosu na

pocetak, ni u jednoj od ispitivanih grupa (Grafik 10.).
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Grafik 10. Koncentracija malonaldehida u ER ucesnika na pocetku i na kraju

Sestonedeljne studije
4.8. Antropometrijski, hematoloski i biohemijski parametri, masnokiselinski profil
fosfolipida plazme i eritrocita i procena aktivnosti elongaza i desaturaza u plazmi i

eritrocitima kod osoba Zenskog pola u Sestonedeljnoj studiji

Budu¢i da su ve¢i deo kontrolne grupe ¢inile ispitanice zenskog pola, u nastavku ove

disertacije predstavili smo rezultate studije obradene samo kod osoba Zenskog pola.
4.8.1. Antropometrijske karakteristike ucesnica u studiji
Antropometrijske karakteristike Zena koje su u¢estvovale u studiji su prikazane u Tabeli

25. Dobijeni rezultati pokazuju da nije doslo do statisti¢ki znacajnih promena ni u jednom

parametru ni u interventnoj, ni u kontrolnoj grupi.
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Tabela 25. Antropometrijske karakteristike uc¢esnica na pocetku i na kraju Sestonedeljne

studije
Antropometrijski Intreventna Interventna Kontrolna Kontrolna
parametri grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
pocetku (N=12) pocetku (N=11)
(N=12) (N=11)
Telesna masa 83.59+13.75 82.66+1455 76.69+21.74 73.04+18.07
(kg)
Telesna visina 166.59 + 7.01 166.29 £ 5.61
(cm)
Indeks telesne 31.98+357 3217+356  27.83+7.84  26.50 £6.63
mase BMI
(kg/m?)
Obim kuka (cm)  119.67 £852 117.33+9.30 109.10 + 108.38 +
14.98 11.67
Obim struka (cm) 98.11+8.19  93.57+9.47 90.90%13.63 87.31+11.64
Procenat masti 40.62+7.44  40.87+7.14 35.47+8.99  35.24+7.47
(%)
Sistolni krvni 133.33 122.50 + 8.62 13491 + 120.29 +
pritisak (mm/Hg) 15.40 120.29 15.93
Dijastolni  krvni 8278 £7.08 81.50%+7.61 84.09+11.23 7443+7.76
pritisak (mm/Hg)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija

4.8.2. Krvna slika i sedimentacija

Krvna slika i sedimentacija odredivane su neposredno po vadenju krvi (Tabela 26.).

Dobijeni rezultati ukazuju na to da 6 nedelja konzumiranja soka od nara nije uticalo za

vrednosti hematoloskih parametara kod osoba zenskog pola, sa MetS.
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Tabela 26. Krvna slika i sedimentacija ucesnica na po¢etku i na kraju Sestonedeljne studije

Krvna slika i Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna

sedimentacija grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
pocetku (N=12) pocetku (N=11)
(N=12) (N=11)

Le (x 10 ¥/I) 592+1.25 6.35+1.21 6.09 £ 1.53 575+£1.29

Er (x 10*2/1) 458 £ 0.31 451 +0.32 4.62£0.22 4.44 +0.23

Hb (g/l) 135.05+8.28 13226 +9.23 137.43+7.72 133.21+6.38

Hct (1/1) 0.40 £0.03 0.40 £ 0.03 0.41+0.02 0.40 £ 0.02

PIt (*10%1) 261.63 +52.13 261.53 +64.54 248.00 + 239.71 +

41.95 36.22
Pct 0.21£0.04 0.20 £ 0.04 0.19£0.03 0.20 £ 0.02
Se 16.44 £10.86 17.29+13.24  12.36 £5.60 13.79£5.29

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija.
4.8.3. Biohemijski parametri ucesnica u studiji
Biohemijski parametri u serumu odredivani su neposredno nakon vadenja krvi i prikazani

su u Tabeli 27. Vrednosti dobijene na kraju studije nisu se znacajno razlikovale, ni za

jednu od ispitivanih grupa, u odnosu na pocetak studije.
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Tabela 27. Biohemijski parametri u serumu u¢esnica na poc¢etku i na kraju Sestonedeljne

studije

Biohemijski Interventna Interventa Kontrolna Kontrolna

parametri grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
pocetku (N=12) pocetku (N=11)
(N=12) (N=11)

Glukoza 542 +0.75 554 +1.00 550 + 1.58 522+ 149

(mmol/l)

Trigliceridi 2.18+1.04 255+1.10 2.14 £ 0.74 2.16 £0.74

(mmol/l)

Holesterol 6.44 +£0.91 6.58 + 1.07 6.40£0.73 5.75+0.58

(mmol/l)

HDL-holesterol 1.11+£0.21 1.05+£0.19 1.29+£0.15 1.30£0.21

(mmol/l)

LDL-holesterol 3.88+0.78 3.60+1.10 3.45+0.29 3.75+1.11

(mmol/l)

Urea (mmol/l) ~ 5.31+151 4.94 +1.30 4.52 +1.33 4.56 +1.19

Mokraéna 324.16 = 305.06 £72.41 230.48 +79.36 255.17 £ 65.12

kiselina 134.14

(umol/Il)

ALT (UN) 22.72 +14.60 21.27 +£8.13 20.12 £9.01 17.81 £7.53

AST (U/l) 21.94 £ 7.97 19.83+4.71 20.19+6.70 19.36 + 7.91

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija.

4.8.4. Analiza masnokiselinskog profila fosfolipida plazme ucesnica u studiji

Masnokiselinski profil FL plazme ucesnica u studiji prikazan je u Tabeli 28. U

interventnoj grupi procentualni udeo ukupnih SFA bio je statisticki znac¢ajno (p<0.05)

Visi, a udeo AA (20:4) statisticki znacajno (p<0.05) nizi, na kraju studije. Zastupljenost

MK u fosfolipidima plazme u kontrolnoj grupi nije se znacajno razlikovala na pocetku i

na kraju studije.
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Tabela 28. Masnokiselinski profil FL u plazmi ucesnica na pocetku i na kraju

Sestonedeljne studije

Masne Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna
kiseline (mol grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
%) pocetku (N=12) pocetku (N=11)
(N=12) (N=11)
16:0 27.33+1.40 28.45 + 1.87 28.55 +2.33 26.78 £ 1.12
16:1 0.69 £ 0.40 0.85+0.37 0.35+0.15 0.62 £0.36
18:0 17.55 £ 1.57 18.27 £2.15 16.05+0.72 14.47 £2.44
18:1 (n-9) 8.55+1.16 8.57£1.90 8.07 £1.63 8.15+£0.38
18:1 (n-7) 2.30£0.50 1.94 +0.68 1.93 +0.37 2.21+0.33
18:2 21.42 £1.92 21.28 £2.34 20.95 £ 3.53 21.90 + 3.36
20:3 3.12+£0.65 3.54+£1.03 3.90+£0.88 3.45+1.48
20:4 13.14 £ 1.67 11.61 £ 0.62* 14,10 £ 1.97 15.24 + 3.69
20:5 0.77 £0.51 0.96 £ 0.62 0.68 £ 0.39 0.81+£0.70
22:4 0.97 £0.77 0.82+£0.73 0.67 £0.21 0.84£0.36
22:5 0.80+£0.34 0.63+0.29 0.82+0.26 0.97 £0.70
22:6 3.37£0.80 3.21+121 3.94 +0.62 458 £0.73
SFA 448 £1.79 46.72 + 1.69* 44.60 £ 2.11 41.25+2.74
MUFA 1154 +1.81 11.13+£2.83 10.34 £ 1.66 10.97 £1.30
PUFA 43.58 +1.35 42.04 +2.61 45.05 + 3.17 47.78 +3.28
n-6 38.65+1.73 39.03+7.18 39.61 + 3.65 41.43 + 4.56
n-3 493+1.15 4.79+1.48 544 +1.05 6.35+1.38
n-6/n-3 8.38 £2.70 8.30 £ 2.17 7.62+221 6.92 + 2.45

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu (p<0.05) razliku u odnosu na pocetak studije.

4.8.5. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u plazmi ucesnica u studiji

Procenjene aktivnosti desaturaza i elongaza u plazmi (Tabela 29.) pokazale su da je doSlo

do smanjenja aktivnosti A5 desaturaza nakon Sest nedelja konzumiranja soka od nara.



Tabela 29. Aktivnost desaturaza i elongaza u plazmi ucesnica u Sestonedeljnoj studiji

Desaturaze i Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna

elongaze u grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju

plazmi pocetku (N=12) pocetku (N=11)
(N=12) (N=11)

A9 desaturaza 0.49+0.11 0.48 +0.14 0.50+0.11 0.57 £ 0.08

(18:1n-9/18:0)

A 6 desaturazai  0.15+0.03 0.17 £ 0.04 0.19 £ 0.04 0.17+0.10

elongaza

(20:3n-6/18:2n-

6)

A 5 desaturaza 4.37 £ 0.95 3.58 + 1.29* 3.89+1.52 541+3.24

(20:4n-6/20:3n-

6)

elongaza 0.64 +0.07 0.65+0.11 0.57 £ 0.06 0.54 £ 0.09

(18:0/16:0)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu (p<0.05) razliku u odnosu na pocetak studije.

4.8.6. Masnokiselinski profil fosfolipida u eritrocitima

Procentualna zastupljenost masnih kiselina u ER ucesnica u Sestonedeljnoj studiji

prikazana je u Tabeli 30. Nasi rezultati su pokazali da je procenat DHA (22:6) bio

znacajno nizi a procenat ukupnih MUFA znacajno (p<0.05) visi nakon konzumiranja

soka, kod osoba Zenskog pola sa MetS.
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Tabela 30. Masnokiselinski profil FL u membrani ER ucesnica u studiji na po¢etku i na

kraju Sestonedeljne studije

Masne Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna
kiseline (mol grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
%) pocetku (N=12) pocetku (N=11)
(N=12) (N=11)
16:0 22.38 £ 2.07 24.66 + 2.98 27.08 +3.24 28.00 £5.52
16:1 0.59+0.23 1.12+0.80 0.74 £ 0.46 0.54 +0.40
18:0 19.81+0.91 19.17+1.19 25.90 + 2.85 21.80+9.70
18:1 (n-9) 16.34 + 2.45 17.92 +0.93 17.79 + 3.20 18.82 + 7.45
18:2 13.63 + 2.08 1454 +1.09 12.43 +1.92 14.76 + 3.58
20:3 2.09+0.38 2.35+0.83 1.16 £ 0.65 1.78 £1.01
20:4 15.76 +4.45 12.89 + 2.03 10.56 + 2.91 12.32 +9.95
20:5 0.56 +0.11 0.54 +0.30 0.26 £0.19 0.43+0.51
22:4 3.35+1.02 2.85+0.88 1.29+1.49 0.58 +0.19
22:5 1.54 +0.69 1.29 +£0.52 1.09+1.22 0.32+0.26
22:6 3.93+1.14 2.67 £1.18* 1.70+£1.26 1.17+1.24
SFA 42.19+2.43 43.83 + 3.86 5297 +4.42 49.81 +7.26
MUFA 16.93 +2.31 19.04 + 0.99* 18.53 + 3.58 18.82 + 7.35
PUFA 4221 +7.74 37.13+4.38 46.28 £ 4.38 49.65 + 6.69
n-6 34.83 £ 3.61 32.62+2.78 25.44 + 4.35 29.45 +12.02
n-3 6.04 +1.66 450 +1.77 3.06 £1.65 1.92 +1.66
n-6/n-3 6.29 + 2.37 8.03 + 2.48 11.10+ 7.10 18.78 +5.02

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija. *predstavlja

statisticki znacajnu (p<0.05) razliku u odnosu na pocetak studije.
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4.8.7. Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u eritrocitima ucesnica u studiji

Aktivnost sistema desaturaza i elongaza u ER prikazana je u Tabeli 31. Nije bilo znacajnih

razlika u procenjenoj aktivnosti enzima nakon 6 nedelja konzumimranja soka od nara.

Tabela 31. Aktivnost desaturaza i elongaza u ER ucesnica u Sestonedeljnoj studiji

Desaturaze i Interventna Interventna Kontrolna Kontrolna

elongaze u ER grupa na grupa na kraju grupa na grupa na kraju
pocetku (N=12) pocetku (N=11)
(N=12) (N=11)

A9 desaturaza 0.83+0.12 0.94 +0.04 0.78 +0.13 0.89 + 0.07

(18:1n-9/18:0)

A6 desaturaza i 0.16 £ 0.05 0.16 £ 0.06 0.10 £ 0.06 0.12 + 0.06

elongaza

(20:3n-6/18:2n-

6)

A5 desaturaza 7.22 +1.86 6.13 +2.33 7.81+3.13 521 +3.95

(20:4n-6/20:3n-

6)

elongaza 0.89 £ 0.09 0.78 £ 0.07 0.97£0.16 0.98+£0.21

(18:0/16:0)

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna devijacija

4.9. Efekat urolitina na rast ¢elija adenocarcinoma kolona-CACO-2

4.9.1. Laktat dehidrogenazni esej sa pojedina¢nim urolitinima

Odredivanjem aktivnosti laktat dehidrogenaze u supernatantu CACO-2 c¢elija sa

pojedinacnim urolitinima nije pokazana statisticki znacajna citotoksi¢nost ni za jednu od

primenjenih koncentracija (Slika 9.).
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Slika 9. Esej celijske vitalnosti nakon suplementacije sa pojedinacnim URO; CTRL
predstavija kontrolni uzorak Celija koja je rasla bez dodavanja urolitina. Uzorci su
statisticki analizirani analizom varijanse, koris¢enjem Kruskal-Valisovog testa sa
Turkovim post-hok testom (p<0.05). Greske predstavijaju standardnu devijaciju
triplikata merenja.

4.9.2. Lakatat dehidrogenazni esej sa meSavinom urolitina
Odredivanjem aktivnosti laktat dehidrogenaze, u supernatantu CACO-2 (¢elija, sa

meSavinom URO, nije pokazana statisticki znaajna citotoksi¢nost ni za jednu od

primenjenih koncentracija (Slika 10.)
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Slika 10. Esej celijske vitalnosti nakon suplementacije sa razlicitim koncentracijama
mesavine URO, Kontr predstavija kontrolni uzorak celija koja je rasla bez dodavanja
URO. Uzorci su statisticki analizirani analizom varijanse, koris¢enjem Kruskal-

Valisovog testa sa Turkovim post-iok sestom (p<0.05). Greske predstavljaju standardnu
devijaciju triplikata merenja.

4.9.3. Odredivanje unutrasnjih rekativnih vrsta kiseonika DCFH-DA esejem-

kratkoroéni tretman

Celije koje su tretirane meSavinom URO u kratkoro¢nom tretmanu, tj. one koje su
inkubirane sa URO 2 h, su pokazale statisti¢ki znacajno (p<0.05) smanjenje produkcije

unutarcelijskih ROS, u odnosu na grupu ¢elija koje nisu tretirane mesavinom URO (Slika
11.).
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Slika 11. Merenje procenta unutaréelijsih kiseonic¢nih vrsta floucitometrijom-DCFH-DA
esejem, nakon kratkorocnog tretmana sa meSavinom urolitina; A) procenat
unutarcelijskih kiseonicnih vrsta meren sa DCFDA B) u kontrolnim celijama, C) celijama
tretiranim sa 10 UM H20», D) éelije tretirane sa mesavinom urolitina. SCC—bocno
rasuta svetlost, FL1- DCFH-DA fluorescencija. Uzorci su statisticki analizirani analizom
varijanse, koris¢enjem Kruskal-Valisovog testa sa Turkovim post-hok testom (p<0.05).

Greske predstavljaju standardnu devijaciju triplikata merenja.

4.9.4. Odredivanje unutrasnjih rekativnih vrsta Kiseonika DCFH-DA esejem-

dugoro¢ni tretman
Sli¢no, ¢elije koje su tretirane mesSavinom URO u dugoro¢nom tretmanu tj. one koje su

inkubirane sa URO168 h, znac¢ajno manje (p<0.01) su produkovale ROS, u odnosu na

kontrolnu grupu ¢elija koja nije bila tretirana (Slika 12.).
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Slika 12. Merenje procenta unutarcelijsih kiseonic¢nih vrsta floucitometrijom-DCFH-DA
esejem, nakon dugorocnog tretmana sa mesavinom urolitina, A) procenat unutarcelijskih
kiseonicnih vrsta meren sa DCFDA B) u kontrolnim Celijama, C) celijama tretiranim sa
10 uM H202, D) éelije tretirane sa mesavinom urolitina. SCC—bocno rasuta svetlost,
FL1- DCFH-DA fluorescencija. Uzorci su statisticki analizirani analizom varijanse,

koriséenjem Kruskal-Valisovog testa sa Turkovim post-hok testom (p<0.05). Greske
predstavljaju standardnu devijaciju triplikata merenja.

4.10. Aktivnost enzima antioksidativne zastite u Celijskom lizatu caco-2 Celija

U celijskom lizatu odredivana je aktivnost enzima antioksidativne zaStite, odnosno

aktivnost SOD, CAT i GPx. Rezultati su pokazali statisticki znacajno smanjenje
(p<0.001) aktivnosti CAT i to u grupi ¢elija koje su tretirane URO.
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Slika 13. Aktivnost antioksidativnin enzima: CAT, SOD, GPX. Uzorci su statisticki
analizirani analizom varijanse, koris¢enjem Kruskal-Valisovog testa sa Turkovim post-

hok sestom (p<0.05). Greske predstavljaju standardnu devijaciju triplikata merenja.
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5. DISKUSIJA

Nauc¢ni podaci potvrduju promenjen lipidni i masno Kkiselinski profil i smanjenu
antioksidativnu zastitu kod osoba sa MetS, koji je identifikovan kao kriti¢no predklinicko
stanje tokom kojeg je neophodno intervenisati. Zbog visokog sadrzaja polifenolnih
komponenti, nar je prepoznat kao jedna od namirnica ¢iji antioksidanti imaju brojne
pozitivne efekte na zdravlje ljudi. Nedavne studije su pokazale da polifenoli soka od nara,
prevashodno EA i njeni metaboliti, mogu da deluju preventivno na nastanak kancera
kolona jer menjaju ekpresiju nekoliko gena ukljucenih u kljuéne celijske procese i
kancerogenezu.

Cilj naSeg istrazivanja bio je ispitivanje efekta konzumiranja soka od nara na
antropometrijske, hematoloske i biohemijske parametre, masnokiselinski profil
fosfolipida plazme i ER i aktivnost enzima antioksidativne zastite kod osoba oba pola sa
MetS, kao i efekat metabolita nara u in vitro uslovima na vijabilnost CACO-2 ¢éelije i
oksidativni stres, u njima.

U prvom delu istrazivanja poredili smo antropometrijske, hematoloske i biohemijske
parametre, MK profil fosfolipida plazme i ER i aktivnost enzima antioksidativne zastite,
zdravih osoba i osoba sa MetS. U skladu sa kriterijuma i dijagnostikovanjem MetS, BMI
i procenat masti bili su znacajno visi kod osoba sa MetS u odnosu na zdrave ispitanike.
Gojaznost je kljuéni faktor u razvoju MetS i povezan je sa povec¢anim rizikom od pojave
KVB, kancera 1 dijabetesa (Paniagua 2016). PoviSen procenat masti u direktnoj je vezi sa
insulinskom  rezistencijom, oksidativnim stresom, sistemskom inflamacijom i
aterosklerozom (Phillips i sar. 2013). Osim toga, vrednosti obima struka su u direktnoj
korelaciji sa krvnim pritiskom, endotelijalnom disfunkcijom, koagulacijom, lipidnim
parametrima u plazmi, glukozom, insulinskom senzitivno$¢u (Savva i sar. 2013). PoviSen
krvni pritisak, kao jedan od faktora koji doprinose razvoju MetS, u direktnoj je korelaciji
sa mozdanim udarom (Vishram 2012), pove¢anjem debljine krvnih sudova i smanjenjem
njihovog lumena, smanjenjem elasti¢nosti velikih krvnih sudova, pogotovu aorte
(Uchmanowicz 1 sar. 2017). Hroni¢no visok krvni pritisak dovodi do nepovratnih
vaskularnih promena i povecava rizik od kardiovaskularnih komplikacija (Zdrojewski

2012). Imajuci u vidu negativan efekat gojaznosti i povisenog krvnog pritiska na zdravlje
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osoba sa MetS, mozemo zakljuciti da osim redovne medikamentne terapije i odredena
dijetoterapija i fizicka aktivnost mora biti ukljucena u proces lecenja ovih osoba.
Analiza biohemijskih parametara pokazala je da je koncentracija TG i LDL-holesterola
bila znacajno visa, dok je koncentracija HDL-holesterola bila znacajno niza kod osoba sa
MetS u odnosu na zdrave ispitanike. Uloga HDL-holesterola u ogranizmu je pre svega
zaStitna, jer sprec¢ava oksidaciju LDL-holesterola (Ahn i Kim 2016), a osim toga on ima
antiinflamatorni, antiapoptotski i antitromboti¢ni efekat (Ahn i Kim 2016). Literaturni
podaci govore da smanjenje nivoa HDL-holesterola povecava rizik od KVB dok njegova
povecana koncentracija u plazmi smanjuje rizik od infarkta miokarda (Sharrett i sar. 2001,
Di Angelantonio i sar. 2009, Ahn 1 Kim 2016). Takode, brojne epidemioloske, animalne
i klinicke studije pokazale su direktnu korelaciju izmedu poveéane koncentracije LDL-
holesterola i koronarnih bolesti, mozdanog udara i bolesti perifernih arterija (Lewington
isar. 2007, Stone i sar. 2014, Wadhera i sar. 2016). Nasi rezulati su u skladu sa rezultatima
drugih autora i kriterijuma MetS i potvrduju da je koncentracija HDL-holesterola u
negativnoj a koncentracija LDL-holesterola u pozitivnoj korelaciji sa pojavom MetS.
Osim toga, pokazali smo da se masnokiselinski profil u plazmi i ER znacajno razlikuje
kod osoba sa MetS i zdravih ljudi, $to je u skladu sa rezultatima drugih autora (Warensjo
i sar. 2005). Nasi rezultati pokazuju visok nivo kako ukupnih SFA, tako i pojedina¢nih
(PAL i SA) kod osoba sa MetS u plazmi, u odnosu na zdrave ispitanike, $to pokazuju i
drugi autori (Vessby i sar. 2002, Vessby 2003, Riccardi i sar. 2004, Yu i sar. 2012).
Poznato je da masnokiselinski profil u FL plazme reflektuje dijetetski unos MK ali i
njihovu endogenu sintezu. Visok nivo SFA, koji smo mi opisali, moze biti uzrok
povecanog dijetetskog unosa, ali i pojacane SFA. Buduéi da je procenjena aktivnost
elongaze, koja katalizuje sintezu SA iz PA, bila veéa kod osoba sa MetS, mozemo reci da
je kod osoba sa MetS verovatno pojacana sinteza SFA. Visok nivo SFA ima brojne
negativne efekte na zdravlje i povezan je sa povecanim rizikom od KVB i dijabetesa tipa
2 (Wang i sar. 2003).

Rezultati nase studije pokazali su da procentualni udeo LA, n-6 i ukupnih PUFA, kao i
porcenjena aktivnost A5 i A9 desaturaze bili znacajno nizi kod osoba sa MetS u odnosu
na kontrolnu grupu, dok je procenjena aktivnost A6 desaturaze bila znacajno visa. Ovi
rezultati su u skladu sa rezultatima drugih autora koji takode pokazuju da MK profil osoba

sa MetS i dijabetesom tipa 2, osim visokog nivoa PA, karakterise i nizak nivo LA i visok
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nivo DGLA i PLA (Vessby i sar. 2002, Vessby 2003, Riccardi i sar. 2004). Osim toga,
podaci u literaturi govore da osobe sa MetS imaju nizu procenjenu aktivnost A5, a viSu
procenjenu aktivnost A6 desaturaze, A9 desaturaze i elongaze (Warensjo i sar. 2005), $to
je takode u skladu sa nasim rezultatima. Poznato je da je LA esencijalna masna kiselina
n-6 familije, koja se mora unositi hranom u organizam, a iz koje se u prisustvu desaturaza
1 elongaza sintetiSu dugolan¢ane MK. S obzirom na to da PUFA u organizmu imaju ¢itav
niz veoma bitnih bioloskih funkcija, kao §to su, normalno funkcionisanje mozga,
regulacija imunog odgovora, uticaj na kancerogenezu (Benatti i sar. 2004), ovi rezultati
negativno uti¢u na opste stanje osoba sa MetS. Koliki je znacaj aktivnosti A5 desaturaze
govore i istrazivanja Warensjo, Riserus i saradnika (Warensjo i sar. 2005) koji su pokazali
da je niska procenjena aktivnost AS desaturaze znacajno predvidela razvoj MetS, kod
muskaraca, tokom 20 godina (Warensjo i sar. 2005), dok su Vessby i saradnici pokazali
da je smanjena aktivnost A5 nezavisan faktor rizika za infarkt miokarda (Vessby i sar.
2003).

Masnokiselinski profil ER kod osoba sa MetS pokazao je razlike u procentualnom
sadrzaju za skoro sve ispitivane MK. Osim visokog sadrzaja ukupnih i pojedina¢nih SFA,
PUFA i ukupnih n-6 PUFA u plazmi ali i u ER, bilo je znacajnih razlika i u nivoima
ostalih MK. Tako je kod osoba sa MetS dobijen visok nivo PA, a nizak nivo AA, DTA,
DPA, DHA i ukupnih PUFA u ER. Masnokiselinski profil ER zavisi od visemese¢nog
unosa MK 1 njthove metabolicke aktivnosti, 1 u velikoj meri uti¢e na fluidnost 1
propustljivost bioloskih membrana. Imajuéi u vidu da veéi procenat SFA smanjuje
fluidnost bilo§kih membrana i dovodi do smanjenja propustljivosti kroz membranu,
mozemo reé¢i da osobe sa MetS imaju izmenjen transport kroz celijsku membranu.
Dugolanc¢ane n-6 i n-3 PUFA sintetiSu se iz esencijalnih MK, LA i ALA, u prisustvu istog
enzimskog sistema mikrozomalnih desaturaza i elongaza. Afinitet ovih enzima veci je za
MK n-3 familije u odnosu na n-6 familiju. Prekomerno unosenje n-6 PUFA moze smanjiti
elongaciju i desaturaciju ALA i time dovesti do deficita n-3 PUFA. Zbog toga je, za
optimalno funkcionisanje organizma, osim adektvanog unosa MK, jako vazno da postoji
balans izmedu n-6 i n-3 PUFA. Jedna od vaznih uloga masnih kiselina je sinteza PG. Kao
Sto je vec receno, iz AA se u organizmu sintetiSu prostaglandini E2 serije i leukotrijeni
B4 serije koji mogu uticati na produkciju proinflamatornih (TNF-a, IL-1b, a posebno IL-

6) i imunomodulatornih citokina, i time uti¢u na funkcionisanje imunog sistema (Kogteva
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i Bezgulov 1998). Sa druge strane, EPA je prekursor antiinflamatornih eikozanoida:
PGES3 i leukotrijena B5 serije. U nasoj studiji nivo EPA bio je zna¢ajno visi kod osoba sa
MetS nivo DPA, DHA i ukupnih n-3 PUFA bio je znacajno nizi kod osoba sa MetS.
Literaturni podaci govore da postoji negativna korelacija izmedu ukupnih n-3 PUFA i
DHA u fosfolipidima seruma i BMI, sa obimom struka, i gojaznos¢u kod osoba sa MetS
(Yuisar. 2012), kao i da n-3 PUFA povecavaju oksidaciju masti i mogu smanjiti koli¢inu
masti kod gojaznih zena (Kunesova i sar. 2006). Osim toga, nizak nivo n-3 PUFA u
plazmi moze biti povezan sa neuroloskim pogorSanjem bolesnika sa ishemi¢nim
mozdanim udarom (Suda i sar. 2013). Takode, cirkuliSuc¢i nivoi EPA i DHA u Kkrvi su
obrnuto i zna¢ajno povezani sa Smanjenim rizikom od pojave KVB (De Oliveira Otto i
sar. 2013). Animalne i in vitro studije ukazuju na zastitni efekat n-3 PUFA na progresiju
tumora (Ip 1997). Nizak nivo ukupnih n-3 PUFA kod osoba sa MetS moze ukazivati na
niZi unos n-3 MK. Medutim, imaju¢i u vidu da je u nasoj studiji nivo bio EPA visi a nivo
DPA i1 DHA bio niZi, kod osoba sa MetS, nasi rezultati sugeriSu na to da je smanjena
konverzija EPA u DPA i DHA, kod osoba sa MetS. U skladu sa tim, mozemo reéi da je
kod osoba sa MetS potrebno povecati unos n-3 PUFA, pre svega DHA, ¢ime bi se
smanjile posledice niskog nivoa DHA u organizmu 1 poboljSalo opSte stanje osoba sa
MetS.

Oksidativni stres definisan je kao stanje u organizmu u kome je produkcija slobodnih
radikala tolika da prevazilazi sposobnost endogenih i egzogenih antioksidanata da ih
elimini$u. U tom slucaju raste koli¢ina ROS koji reaguju sa proteinima, lipidima i DNK,
pri ¢emu nastaju molekuli koji imaju toksi¢an efekat na celije i tkiva. Posledice ovih
reakcija su promena metabolizma Celije 1 potencijalno ostecenje razli¢itih sistema organa
(Taniyama i Griendling 2003, Ceriello i Motz2004, Otani 2011). Mnoge studije su
pokazale da osteCenja Celija koja izazvaju ROS imaju direktnu ulogu u razvoju i
napredovanju mnogih hroni¢nih bolesti, ukljucuju¢i aterosklerozu, hipertenziju,
insulinsku rezistenciju, dijabetes tip 2 (Urakawa i sar. 2003), ali i MetS (Ford i sar. 2003).
U naSoj studiji, aktivnost enzima antioksidativne zastite u ER znacajno se razlikovala
izmedu ispitivanih grupa. Tako je aktivnost SOD bila znacajno visa, dok je aktivnost CAT
bila znacajno niza kod osoba sa MetS. Osim toga, aktivnost GPx bila je visa kod osoba
sa MetS ali ta razlika nije bila statisticki znacajna. Slicno nama i drugi autori su pokazali

da je kod osoba sa MetS, povecana aktivnost SOD u odnosu na zdrave ispitanike (De
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Fonseca i sar. 2014). Osim toga, osobe sa MetS imaju nizi nivo vitamina C i E i nekih
karotenoida, ¢ak i nakon dijetetske intervencije i povecanja unosa voca i povréa (Ford i
sar. 2003). Sa druge strane, studija na modelu pacova kod kojih je hranom indukovan
MetS, pokazala je da je kod ovih Zivotinja povecana produkcija ROS sa jedne strane i
smanjena aktivnost SOD i GPx sa druge strane (Roberts i sar. 2006). Visoka aktivnost
SOD kod osoba sa MetS, koju smo opisali u ovoj disertaciji, moze biti razlog visoke
koncentracije Oz sa jedne strane, ali i o¢uvanja normalne enzimske aktivnosti sa druge
strane, koja je omogucila prevodenje Oz~ u H202. Medutim, nasi rezultati su pokazali
znacajno nizi nivo CAT kod osoba sa MetS, dok se nivo GPx nije znacajno razlikovao
izmedu zdravih i osoba sa MetS. Nizi nivo CAT potvrduje tvrdnje drugih autora da je u
MetS poremecen antioksidantivni odbrambeni sistem. Imajuéi u vidu da se nivo GPx nije
znacajno razlikovao izmedu dve grupe ispitanika, mozemo re¢i da je u nasoj studiji
aktivnost enzima antioksidativne zaStite bila samo delimi¢no promenjena.

Poznato je da ishrana igra klju¢nu ulogu ne samo u odrzanju fizioloske ravnoteze ve¢ i u
prevenciji mnogih bolesti (Sahebkar i sar. 2016). Brojni literaturni podaci ukazuju na
potencijalne terapeutske efekte mikronutrijenata iz hrane, na smanjenje rizika od razvoja
KVB ali i drugih patoloskih stanja koja su povezana sa oksidativnim stresom (Grassi 1
sar. 2010). Jedan od prirodnih proizvoda za koga je potvrdeno da obiluje antioksidativnim
materijama je nar, (Saxena i Vikram 2004). U novije vreme nar predstavlja jedan od
prirodnih proizvoda ¢iji se antimikrobni, antibakterijski, antiviralni, antiinflamatorni,
antikancerogeni, kao i protektivni efekat na gojaznost, proucavaju §irom sveta.

U skladu sa tim nasa dalja istraZivanja odnosila su se na ispitivanje efekta soka od nara
na antropometrijske, hematoloSke 1 biohemijske parametre, vrednosti krvnog pritiska,
masnokiselinski profil FL plazme i ER i procenu aktivnosti elongaza i desaturaza u plazmi
i ER kod osoba sa MetS, najpre u trajanju od 2 nedelje. Rezultati ove studije pokazali su
da se antropometrijske karakteristike i vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska,
nisu znacajno razlikovali izmedu ispitivanih grupa na pocetku i na kraju studije. Analizom
hematoloskih parametara pokazali smo da je broj ER i hematokrit bio zna¢ajno nizi u
interventnoj grupi na kraju studije, ali i da su te vrednosti bile u okvirima referentnih.
Sasvim suprotno, Manthou i saradnici (Manthou i sar. 2017) pokazali su da konzumiranje
500 ml soka od nara u trajanju od 14 dana, dovodi do povecanja broja ER, Hb i

hematokrita kod zdravih osoba, sugerisSuci da nar moze prevenirati degradaciju ER ili ¢ak
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stimulisati eritropoezu kod zdravih osoba. Osim toga, ranije je pokazano da visoka
koncentracija polifenola povecava otpornost ER na oksidativni stres, a da flavonoidi
direktnim vezivanjem za Hb, stite isti od oksidativnih agenasa (Manthou i sar. 2017). Sa
druge strane, poznato je da povecanje ROS moze doprineti kraéem Zivotu ER u nekim
patoloskim stanjima, kakva je npr. anemija izazvana nedostatkom gvozda (Nagababu i
sar. 2008). Razloge disproporcije u rezultatima izmedu studija, mozemo traziti u koli¢ini
soka, kao i ¢injenici da su u naSoj studiji ucestvovale osobe sa MetS u poredenju sa
prethodnom studijom u kojoj su uéestvovali zdravi ispitanici. U skladu sa time potrebna
su dalja ispitivanja, sa razli¢itom koli¢inom soka i duzinom studije, koja bi doprinela
boljem razumevanju uticaja bioloski aktivnih molekula iz soka od nara na kompletnu
krvnu sliku u razli¢itim patoloSkim stanjima.

Dalje, analiza biohemijskih parametara pokazala je znacajno smanjenje koncentracije
LDL-holesterola i aktivnosti AST na kraju studije, kod osoba koje su konzumirale sok.
Ostali biohemijski parametri nisu se razllikovali u ispitivanim grupama, na pocetku i na
kraju studije. Literaturni podaci koji govore o efektu koji sok od nara ima na lipidni profil
nisu konzistentni. Tako, Sahebkar i saradnici (Sahebkar i sar. 2016) u meta-analizi koja
je ukljucila 12 nasumicnih studija, pokazuju da konzumiranje soka od nara ne uti¢e na
lipidni profil, ni kod zdravih ispitanika, tako ni kod gojaznih, umereno gojaznih, osoba sa
hiperlipidemijom, ali ni osoba sa hipertenzijom. Studije su pokazale da nakon 6 nedelja
konzumiranja 200 ml soka od nara i 8 nedelja uzimanja 40 g koncentrata soka od nara,
doslo do znacajnog smanjenja LDL i ukupnog HOL (Esmailzadeh i sar. 2004, Parsaeyan
i sar. 2012) kod pacijenata sa dijabetesom tip 2 koji su razvili hiperlipidemiju. Pored toga,
zabeleZeno je da polifenoli iz nara, kao §to je galna kiselina, smanjuju ukupni HOL, TG
i LDL-holesterol kod gojaznih miSeva (Jang i sar. 2008). Prema na$im saznanjima, do
sada je sprovedena samo jedna studija koja je ispitivala efekat soka od nara na lipidni
profil, kod odraslih osoba sa MetS. Njihovi rezultati su pokazali da konzumiranje 500 ml
soka, u trajanju od 7 dana, dovelo do povecanja koncentracije TG (Moazzen i Alizadeh
2017). Ve¢ smo spomenuli da je povisena koncentracija LDL-holesterola povezana sa
povecanim rizikom od razvoja koronarne bolesti srca, jednog od naj¢es¢ih uzroka smrti
Sirom sveta. Osim toga, meta-analiza koja je ukljucila 26 klinickih studija pokazala je da
je za svako smanjenje LDL-holesterola od 1mmol/l, rizik od bilo kakvog

kardiovaskularnog dogadaja smanjen za 20 %, a smrtnost je smanjena za 10 %, (Delahoy
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1 sar. 2009). Imajuci u vidu da se koncentracija LDL-holesterola u naSoj studiji, smanjila
znacajno ali za samo 0,25 mmol/l, jo§ uvek ne mozemo govoriti o uticaju soka na
smanjenje rizika nekog od eventualnih KVB ili stopi smrtnosti. Mehanizam kojim sok od
nara deluje na koncentraciju lipida nije sasvim razjasnjen, ali se pretpostavlja da se odvija
preko PPARs (engl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptors), koji su oshovni
modulatori metabolizma lipida (Hsu 1 Huang 2007). Naime, smatra se da se punicna i
galna kiselina iz nara vezuju za PPAR-a i time ga aktiviraju, koji onda aktivira
transkripcione faktore a oni ekspresiju gena koji su ukljuceni u metabolizam lipida
(Viladomiu i sar. 2013). Medu genima koje reguliSe PPAR nalaze se geni koji kodiraju:
apolipoproteine APOAL, APOA2 i APOADS, enzime ukljucene u oksidaciju MK (acil-
CoA oksidaza, karnitin palmitoil transferaza-1 i 11), enzime potrebne za desaturaciju MK
kao sto je MK acil CoA-desaturaza (A6) i stearolil-CoA desaturaza (A9), geni koji su
ukljuéeni u metabolizam HDL-a i sintezu ketonskih tela (Jansen CL 2002, Majkic-Singh
N 1994). Nasi rezultati su u skladu sa navedenim tvrdnjama, jer smo analizom
masnokiselinskog profila fosfolipida plazme pokazali da je procenjena aktivnost A9
desaturaze znacajno visa na kraju studije, $to znac¢i da sok od nara koji su konzumirali
nasi ispitanici tj. njegove aktivne komponente, mogao da dovede do povecane sinteze A
9 desaturaze kod osoba sa MetS. Poznato je da MK profil fosfolipida plazme reflektuje
dijetarni unos i ednogenu sintezu u prethodnih nekoliko dana do par nedelja, a da MK
profil u ER reflektuje dijetarni unos i sintezu MK do 3 meseca. Zbog toga razlog
smanjenja nivoa DHA u plazmi, koje smo dobili na kraju interventnog perioda, moze biti
u ¢injenici da aktivne komponente nara mozda mogu da uticu i na aktivnost drugih enzima
koji su ukljuceni u biosintezu MK, odnosno elongaza i desaturaza. Sa druge strane, nasi
rezultati su pokazali da je procentualna zastupljenost DGLA i DHA u ER bila znacajno
visa na kraju studije u interventnoj grupi. Imajuéi u vidu da su ER prva linija odbrane
organizma od S$tetnog dejstva slobodnih radikala, visi nivo dugolan¢anih MK moze
poticati od protektivnog dejstva polifenola soka od nara na membranu ER, tj. od njihove
sposobnosti da inaktiviraju slobodne radikale i tako smanje stepen oksidacije PUFA.

Analiza aktivnosti enzima antioksidativne zastite na pocetku i na kraju studije pokazala
je da je nivo GPx bio znacajno nizi na kraju studije u interventnoj grupi, dok se aktivnost
ostalih enzima, kao i MDA nisu znacajno razlikovali na pocetku i na kraju studije.

Rezultati drugih autora takode pokazuju da nar dovodi do smanjenja aktivnosti enzima
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antioksdiativne odbrane (SOD i GPx) kod dijabetesnih pacova, nakon 4 nedelje
suplementacije (Mollazadeh i sar. 2017). Osim toga Kakkar i sar., 1997 su pokazali da je
kod pacova koji su 6 nedelja konzumirali nar, nakon prve nedelje najpre doslo do
povecanja aktivnosti enzima antioksidativne zastite, ali je kasnije ta aktivnost opadala
(Kakkar 1 sar. 1997). Iako tacan mehanizam na koji deluju polifenoli iz nara nije sasvim
razjas$njen, jedan od nacina je da oni doniraju elektron iz OH grupe fenolnih prstenova,
slobodnom radikalu kao sto je O2* ili OH®. Na taj nacin dolazi do stabilizacije ili
inaktiviranja slobodnih radikala ¢ime se zaustavljaju slobodno-radikalske lanc¢ane
reakcije i tako smanjuju oksidativna oSteéenja proteina, lipida i DNK molekula (Nijveldt
i sar. 2001, Castaneda-Ovando i sar. 2009). Pored toga, glavna bioaktivna komponenta
nara, punikalagin, poznat je kao Cista¢ i Fe helator vodonik-peroksida (Cao i sar. 2015).
Mi nismo odredivali koncentraciju slobodnih radikala u cirkulaciji, ali mozemo
predpostaviti da su polifenoli prisutni u soku mogli da vezu odredenu koli¢inu H20O2 zbog
cega se aktivnost GPx smanjila.

Imajuéi u vidu nase dosadasnje rezultate ali i rezultate drugih autora, ukazala se potreba
za nastavkom istrazivanja koja su podrazumevala organizovanje studije u trajanju od 6
nedelja sa istom koli¢inom soka, kod osoba sa MetS.

Sli¢no rezultatima prve studije, rezultati druge studije u trajanju od 6 nedelja, nisu
pokazali znacajne promene u vrednostima antropometrijskih parametara kako kod svih
ispitanika, tako ni kada smo analizirali grupu u kojoj su bile samo osobe zenskog pola.
Osim toga, iako je nekoliko studija pokazalo da se krvni pritisak kod osoba sa visokim
rizikom od KVB (Aviram i Dornfeld 2001), kod osoba sa MetS (Moazzen i Alizadeh
2017), kao 1 kod zdravih ispitanika (Lynn 1 sar. 2012), sniZava nakon konzumiranja soka
od nara, u nasoj studiji nije bilo takvog efekta. Slicno nasim rezultatima, Basu i saradnici
(Basu i sar. 2013) nisu pokazali efekat nara na krvni pritsak kod pacijenata sa dijabetesom
tip 2. Mehanizam kojim neki polifenoli, kao §to su rezervatrol i kvercetin, mogu da
izazovu vazodilataciju i normalizuju krvni pritsak zasnovan je na neutralizaciji
superoksid anjon radikala iz cirkulacije, ¢ime se povecava bioraspolozivost jednog od
najsnaznijih vazodilatatora, azot oksida (Chen i Pace-Asciak 1996). Pored toga, neki
polifenoli mogu da indukuju ekspresiju gena za endotelnu azot oksid sintazu (engl.
endothelial nitric oxide synthase eNOS), ¢ime imaju up-regulatorni efekat na nivo NO

(Olszanecki 1 sar. 2002). Kakav ¢e efekat soka od nara biti na krvni pritisak verovatno
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zavisi od koli¢ine soka koji se konzumira, sadrzaja i prirode fenolnih jedinjenja u njemu,
kao i od dijagnoze osoba koje se ispituju.

Sli¢no rezultatima prve studije i u drugoj je doslo do smanjenja nivoa Hb, ali su te
vrednosti bile u okvirima referentnih. Osim toga, nivo glukoze u interventnoj grupi bio je
znacajno visi na kraju studije kod svih ispitanika, pri ¢emu su i te vrednosti bile u okviru
referentnih. Sa druge strane, koncentracija lipida nije se znacajno menjala tokom studije.
Iako je u krac¢oj studiji doslo do zna¢ajnog smanjenja koncentracije LDL-holesterola u
plazmi, u studiji koja je trajala Sest nedelja LDL-holesterol bio je nizi Samo u grupi Zena,
na kraju studije, ali te razlike nisu bile statisticki znac¢ajne. Hipoholesterolemijski efekat
nekih polifenola, posebno procijanidina koji imaju veliku molekulsku masu, zasnovan je
na ¢injenici da takvi molekuli smanjuju resorpciju HOL u crevima (Ogino i sar. 2007).
Takode nekoliko autora je ukazalo da smanjen nivo TG poti¢e od smanjene regulacije
acetil CoA karboksilaze pri ¢emu kao posledica dolazi do spre¢avanja akumulacije TG u
jetri (Aoun 1 sar. 2010). Disproporcija medu razultatima moze poticati od razliitog
sadrzaja nekih polifenola u razli¢itim sortama nara, a u svakom sluc¢aju zavisi i od
zdravstenog stanja i patologije ispitanika.

Konzumiranje soka od nara dovelo je do znacajnog povecanja relativne koli¢ine ukupnih
SFA u FL plazme, kod svih ispitanika kao i kod osoba Zenskog pola. Iako je nivo SFA u
FL plazme obicno povezan sa pojavom visokog stepena rizika za koronarne bolesti srca
(Clarke 1 sar. 2009), nedavne studije 1 meta analiza nisu pokazale znacajnu povezanost
izmedu unosa SFA i pojave ovih oboljenja (De Souza i sar. 2015). Povisen nivo SFA,
moze biti rezultat njihove smanjene konverzije SFA u MUFA, §to se deSava u uslovima
smanjene aktivnosti A9 desaturaze. Medutim, buduci da se sadrzaj ukupnih MUFA nije
znacajno razlikovao na pocetku i na kraju studije, pri ¢emu je prva studija potvrdila da
nar uti¢e na aktivnost nekih enzima koji su ukljuceni u sintezu PUFA, pretpostavljamo
da je povecanje nivoa ukupnih SFA posledica povecane aktivnosti elongaze koje su
ukljucene u sintezu, pre nego smanjena aktivnost A9 desaturaze.Vec¢ smo ranije sugerisali
da postoji velika mogucénost da aktivne komponente nara mogu uticati na aktivnost
enzima koji su ukljuéeni u biosintezu dugolan¢anih PUFA, kao i da je jedan od tih enzima
upravo elongaza. Stoga jos jednom podvlacimo da su neophodna dalja istrazivanja koja
bi podrazumevala pracenje efekta polifenola nara na ekspresiju gena koji kodiraju enzime

neophodne za sintezu MK.
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Osim toga nasi rezultati su pokazali da se nivo AA kao i nivo A5 desaturaze znacajno
Smanjio u plazmi nakon interventnog perioda, kod svih ispitanika i kod osoba zenskog
pola. Arahidonska kiselina je neposredni prekursor eikozanoida kao §to su leukotrijeni
B4 (LTB4), tromoboksani A2 i PGE2, poznatiji kao potencijalni medijatori inflamacije,
vazokonstrikcije i agregacije trombocita (Kawakami 2005). Literaturni podaci govore da
je za osobe sa metabolickim sindromom karakteristi¢cno stanje hroni¢ne inflamacije
blagog stepena i povecana proizvodnja nekih proinflamatornih faktora (Monteiro i sar.
2010) Rezultat naseg istrazivanja od posebnog je znacaja za osobe sa MetS, jer smanjenje
nivoa AA mozda moze voditi sniZenju inflamacije. Kod osoba zenskog pola, doslo je do
znacajnog povecanja sadrzaja ukupnih MUFA 1 znacajnog smanjenja sadrzaja DHA u
fosfoslipidima membrane eritrocita, nakon konzumiranja soka od nara u trajanju od 6
nedelja. Poznato je da je povecan sadrzaj MUFA u direktnoj korelaciji sa smanjenim
rizikom od KVB, kao i da MUFA deluju protektivno na rad srca (Hu i sar. 1997). Kao $to
smo ve¢ pomenuli, visok sadrzaj MUFA uglavnom poti¢e od povecane aktivnosti A9
desaturaze. lako literaturni podaci govore o pozitivnhom uticaju soka od nara na smanjenje
nivoa TBARS i kod zdravih (Aviram i sar. 2000) i kod osoba koje imaju dijabetes
(Fenercioglu i sar. 2010), u naSoj studiji nije bilo takvog efekta. Jos je pokazano da osobe,
sa smanjenim rizikom od bolesti srca, ukoliko su dugoro¢no konzumirale sok od nara
imaju statisticki znaCajan pad u proizvodnji lipidnih peroksida nakon 12 meseci
konzumacije (Davidson i sar. 2009). Smanjenje nivoa MDA u plazmi je takode pokazano
u studiji koja je trajala Cetiri nedelje i u kojoj su gojazne osobe koristile polifenolski
ekstrakt bogat elagitaninima (Heber i sar. 2007). Polifenoli inaktiviraju ROS kao §to su
0,*, OH* i peroksinitriti.

Neusaglasenost koja postoji izmedu studija, zavisi od patoloSkog stanja ali 1 od drugih
faktora kao $to je metodologija koja se primenjuje za odredivanje nivoa lipidne
peroksidacije, starost ispitanika, navika u ishrani.

Sli¢no rezultatima prve studije, i nakon 6 nedelja konzumiranja soka od nara, doslo je do
smanjenja aktivnosti GPx, §to potvrduje Cinjenicu da aktivne komponente nara heliraju
H>0- i time smanjuju potrebu za hidrolizom istog od strane GPx.

Antioksidativnu aktivnost nara ispitivali Smo i u in vitro uslovima, tretiraju¢i CACO-2
¢elije metabolitima EA, kakvi su URO A, B, C i D.
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Kao biomarker efikasnosti URO u eliminaciji slobodnih radikala, merena je proizvodnja
ROS unutar ¢elija. Potencijalni zastitni efekat URO je pracen kroz dva tipa tretmana:
dugoro¢nu inkubaciju koja predstavlja hroni¢nu preventivnu upotrebu mesavine URO; i
kratkoro¢nu inkubaciju koja predstavlja mogucu terapeutsku primenu te iste meSavine.
Kod svih merenja CACO-2 ¢elije su tretirane sa “radikalskim inducerom” H>O: i
preinkubirane sa meSavinom URO koja se smatra fizioloSkom, pa samim tim i
necitotoksicnom za CACO-2 ¢elije. Mesavina URO A, -B, -C, -D dovela je do smanjenja
proizvodnje slobodnih radikala izazvanih dodatkom H>O2, odnosno do smanjenja
oksidativnog stresa. Poznato je da urolitini imaju hemijsku sposobnost da “sakupljaju”
slobodne radikale (Ishimoto i sar. 2012). Kao §to je ranije pokazano hemoprotektivna
osobina URO nije ograni¢ena samo na neutralisanje ROS, ve¢ deluje i na moduliranje
aktivnosti enzima (Sasha i sar. 2016). U skladu sa tim i mi smo pokazali da URO uti¢u
na aktivnost enzima antioksidativne odbrane. Naime, u nasoj studiji doslo je do smanjenja
CAT, koja metabolise H2O> do vode i do molekulskog kiseonika, verovatno kao posledica
direktne interakcije URO i H20> ¢ime je smanjena njegova koncentracija u ¢éeliji. Na taj
nac¢in URO mogu smanjiti oksidativni stres u ¢eliji a samim tim imati protektivni efekat

na patoloska stanja u ¢ijoj se osnovi nalazi oksidativni stres.
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6. ZAKLJUCAK

Shodno postavljenim ciljevima, rezultati dobijeni u ovoj tezi upucuju na sledece

zakljucke:

Osobe sa MetS imaju vecéi:

obim struka, obim kuka, sistolni krvni pritisak, indeks telesne mase i procenat
masti,

koncentraciju TG, ukupnog holesterola, LDL-holesterola u serumu

nivo PA,SA i SFA u plazmi

nivo PA i SA, SFA, PLA, EPAUER

procenjenu aktivnost A6 desaturaze i elongaze u plazmi

procenjenu aktivnost A5 u ER

aktivnost SOD u ER

1 niZi nivo:

HDL-holesterola.

nivo LA i n-6 PUFA u plazmi,

nivo LA, AA, DTA, DPA, DHA i ukupnih PUFA, n-6 i n-3 u ER
procenjene aktivnosti A9 1 AS desaturaze u plazmi,

procenjene aktivnosti A9 u ER,

u dnosu na zdrave ispitanike.

Konzumiranje soka od nara u trajanju od dve nedelje dovelo je do:

znacajnog smanjenja koncentracije LDL-holesterola u serumu
povecanja procenjene aktivnosti A9 desaturaze u plazmi
smanjenja nivoa DHA u plazmi

poveéanje procentualne zastupljenosti DGLA i DHA u ER
povecéanja procenjene aktivnosti A6 desaturaze i elongaze u ER
smanjenje procenjene aktivnosti A5 desaturaze u ER

smanjenja aktivnosti GPx u ER
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a nakon Sest nedelja:

e smanjenje nivoa AA u plazmi

e povecanje nivoa ukupnih SFA u plazmi

e povecanja nivoa PA, PLA, oleinske kiseline, ukupnih SFA i MUFA u ER
e smanjenjenje nivoa AA, DPA, DHA i ukupnih PUFA u ER

e smanjenje procenjene aktivnosti A5 desaturaze u plazmi

e smanjenje procenjene aktivnosti A5 desaturaze u ER

e smanjenja aktivnosti GPx u ER.
Tretiranje CACO-2 ¢elija metabolitima nara, kakvi su urolitin A, B, C, D dovela je do:

e smanjenja proizvodnje ROS i aktivnosti enzima CAT, izazvanih dodatkom H20»,

u in vitro uslovima
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Mpwnor 1.

MN3jaBa 0 ayTOpPCTBY

MoTnucana Munuua Kojagunosuh

6poj nHaekca 63047/2013

U3jasmwyjem
Jla je AoKTOopCcka AucepTauuja noj HacioBoM

,JBuosonKo xenoBame noaudenona napa (Punica granatum 1..) Ha napamerpe
OKCHATHBHOI CTPECAa ¥ MACHOKHCEIHHCKH npodua dpocdoaunuia miasme u
epUTPOLMTA 0c00a ca MeTA00IHIKHM CHHAPOMOM*

pesynTaT CONCTBEHOr UCTPaXuBaykor paaa,
[a npeanoxeHa auceptauuja y LENUMHU HU Yy AenosuMa Huje Guna
npeanoxeHa 3a pobujarbe 6UNO Koje AMNAOME Mpema CTYAWjCKUM
nporpaMmMMa Apyrux BUCOKOLLKOICKUX YCTaHOBa,

[a cy pe3ynTaTh KOPEKTHO HaBeAeHU U

[a HUcaM Kpluo/na ayTopcka rpaBa U KOPUCTUO UHTENEeKTyanHy
CBOjUHY ApPYrux nuua.

Mornuc apokTopaHAaa

Y Beorpaay, 21.janyap 2019. w\ N
M@) LoD
MR \
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Mpwunor 2.

M3jaBa o0 UCTOBETHOCTU LUTAMMNaHe n
eNleKTPOHCKe Bep3uje AOKTOpPCKOr paaa

Mme n npesmnmMe ayTtopa Munuua KojaguHosuh

Bpoj nHaekca 63047/2013

CTryamjckm nporpam _UHTerpucaHe Hayke 0 ucxpaHwu
Hacnos papa

»BHOJ0IKO AesioBame noaudenona napa (Punica granatum L.) ma napamerpe
OKCH/IATHBHOI CTpeca M MacHOKHceauHCKH npodun dochonunuaa miasme u
epPUTPOIHUTA 0c00a ca MeTa00IMYKHM CHHIPOMOM“

MeHTOp _Anekcanapa Apcuh

MoTtnucanwu/a (%Y . \W

M3jasrbyjem fga je wTamnaHa Bep3uja MOr [OKTOPCKOr paja MUCTOBETHa
e/1eKTPOHCKOj Bep3uju Kojy caMm npegao/na 3a objaB/buBare Ha noprany
AvrutanHor penosutopujyma YHuBep3surtera y Beorpapy.

[o3sosbaBam fa ce objaBe MOjU NMYHM nojaunm Be3aHM 3a Aobujare
aKafeMCKor 3Barba [AOKTOpa Hayka, Kao WTO Cy UMEe U npesume, roauHa u
mecTo pohewa u gatym oabpaHe paja.

OBM NMYHM nodauu Mory ce o6jaBUTU Ha MPEXHWM CTpaHuuaMma AurutanHe
6ubnuoTteke, y eNleKTPOHCKOM KaTtanory u y nybnvkauuvjama YHuBep3uTeTa y
Beorpaay.

Mornuc pokropaHaa

Y Beorpaay, 21.jaHyap 2019.

[\
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Mpwunor 3.

N3jaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuBep3autetcky 6ubnuoteky ,CBetosap MapkoBuh™ pa vy
AuvrntanHu peno3mTtopujyMm YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece MOjy AOKTOPCKY
AvcepTtauujy noa Haclo0BOM:

»BHosIomKo senoBame noaudenona napa (Punica granatum L.) na napamerpe
OKCHIATHBHOI CTPeca H MaCHOKHCEJIHHCKH npodui pochoimunuia miazme u
epUTPOIMTA 0c00a ca MeTad0JINIKAM CHHIpOMOM*

KOja je Moje ayTopcKo Aeno.

[vcepTauujy ca CBUM Mnpuio3vMa npegao/na caMm y enekTpoHCKOM dopmMaTy
NnorogHoM 3a TpajHoO apxvBupame.

Mojy AOKTOpCcKYy AucepTtauujy noxparbeHy y [urutanHu penosnTopujym
YHuBep3uteta y bBeorpaagy Mory ga Kopucte CBM KOju nowTyjy oapenbe
cagpxaHe Yy opabpaHoM Tuny nuueHue KpeaTuBHe 3ajeaHuue (Creative
Commons) 3a Kojy caMm ce oany4uo/na.

1. AyTopcTBO

2. AyTopCTBO - HEKOMepuujanHo

3. AyTopcTBO - HekoMepuwujanHo - 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMepLUjanHo — AeNNTU Noj UCTUM yCroBUMa
5. AytopctBo — 6e3 npepage

6. AYyTOpCTBO — A€NUTWU NoA UCTUM YCNoBUMA

(Mo/IMMO [a@ 3a0KpY>XMTE CaMO jeHy OA LWeCT NoHyhHeHuX NuueHuM, KpaTtak
OMMC NNLEHUM AaT je Ha nonehuHn nucra).

MoTnuc aokTopaHaa

mewﬁ
\ / \

|

Y Beorpaay, a 'W\H\? 2019
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1. AyTopcTBo - [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, AUCTPpUbyLmjy M jaBHO caoniwitTaBame
Aena, v npepaje, ako ce HaBeae ume aytopa Ha HaduH ogpefReH on cTpaHe ayTtopa
UnNu pasaoua nuueHLe, 4Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja o cBux
nueHum.

2. AyTopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3sBorbaBarte yMmHoOXaBawe, ANCTPUbYLIMjy u jaBHO
caonwTtaBare gena, u npepage, ako ce HaBede Mme aytopa Ha HaudumH onpeheH of
cTpaHe ayTtopa wnu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He 003BorbaBa KomMepuujanHy
ynoTpeby gena.

3. AyTOopcCcTBO - HekomMmepuumjanHo — 6e3 npepage. [lo3sorbaBaTte yMHOXaBake,
AnNcTpudyLmjy v jaBHO caonwTaBawe paena, 6e3 npomeHa, npeobrnukoBarka wnu
ynotpebe gena y cBOoM Aerly, ako ce HaBeae ume aytopa Ha HaduH ogapeheH opf
cTpaHe ayTopa wnn gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BorbaBa KomepuujanHy
ynoTtpeby gena. Y ogHOCy Ha cCBe ocTarne nuueHLe, OBOM NMUUEHLIOM ce orpaHuyasa
Hajsehu obum npasa kopuwhewa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKomMepuujarHo — OenuTu Moh WUCTUM ycrioBuma. [lo3BosbaBaTe
yMHOXaBawe, AUCTpubyLujy 1 jaBHO caorniuTaBarwe Aena, v npepage, ako ce HaBeae
vMMe ayTopa Ha HauuH oapefeH o cTpaHe ayTopa wuru gasBaola MULEHLIE U ako ce
npepaga AaucTtpubympa nog WUCTOM WM crivdHOM nuueHuom. OBa nuueHua He
[Oo3BOorbaBa komepuujanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepapge. [JosBorbaBarte ymMHOXaBawe, OUCTPUbyuujy U jaBHO
caornwTasake gena, 6e3 npomeHa, npeobnukosama unu ynotpebe gena y ceom geny,
ako ce HaBeOe uMme ayTtopa Ha HaduH oapeheH on cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nueHue. OBa nuueHua ao3BorbaBa KoMepuujanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - Jgenitu noh uUcTuM  ycrioBuma. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBahse,
AvcTpubyunjy 1 jaBHO caonwiTaBawe Aena, U npepage, ako ce HaBeae vmMme aytopa Ha
HauuH opgpeheH opn cTpaHe ayTopa wunu gasaoua uUUEHLEe M ako ce npepaja
anctpubyupa noa WMCTOM UMM CrMMHOM  nvueHuom. OBa nuueHua [go3BorbaBa
KomepuujanHy ynoTtpeby pena un npepaga. CnuyHa je codTBEepCKMM nuueHuama,
OAHOCHO nuLeHLama OoTBOpeHOor koaa.
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