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Sazetak

Povecana konzumacija fruktoze kroz industrijsku hranu doprinosi razvoju
metaboli¢kog sindroma (MetS). MetS prati hroni¢na inflamacija niskog intenziteta kojoj
doprinosi oksidativni stres i aktivacija renin-angiotenzin sistema (RAS). Orasi su bogat
izvor antioksidanasa i polinezasi¢enih n-3 masnih kiselina koje imaju
antiinflamatorne/imunomodulatorne efekte na kardiometabolicko zdravlje, Ccija
molekularna osnova nije dovoljno poznata.

Konzumacija oraha (2,4 g/dan, 6 nedelja) je smanjila sistolni krvni pritisak kod
pacova na ishrani bogatoj fruktozom (10% rastvor, 15 nedelja), pokazala je protektivni
efekat na antioksidativnu osu SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza i antiinflamatorni
kapacitet srca (smanjenje AA/EPA) i promovisala antiinflamatorni profil masnih kiselina
u plazmi (smanjenje AA/EPA i AA/DHA), koji su kompromitovani fruktoznom
ishranom. Ulogu negativnih regulatora antioksidativne ose, Nox4 i ChREBP, u srcu treba
dodatno ispitati jer je nivo Nox4 povecéan i nakon fruktozne ishrane i nakon
suplementacije orasima, dok je nivo ChREBP u jedru smanjen nakon fruktozne ishrane i
nakon konzumacije oraha kod kontrolnih pacova. Fruktozna ishrana je aktivirala signalni
put koji reguliSe inflamaciju povecanjem nivoa transkripcionog faktora NF-«B i klju¢nog
enzima RAS-a, ACE, dok je suplementacija orasima kod pacova na fruktoznoj ishrani
povecala nivo ACE2, kardioprotektivne komponente RAS-a. Na proteinski/iRNK nivo
RAS receptora, AT1IR i AT2R, nije uticao nijedan od dva nutritivna faktora.

Ova studija je potvrdila korisne efekte konzumacije oraha na kardiometabolicki
status i predlozila mehanizme koji su u osnovi njihovih antiinflamatornih i
antioksidativnih efekata u srcu, ukazujuéi na moguénost razvoja novih, nefarmakoloskih
pristupa u terapiji kardiometabolic¢kih bolesti.

Kljucne reéi: fruktoza, metabolic¢ki sindrom, srce, orasi, SIRT1-FoxO3a-MnSOD/ katalaza,
Nox4, ChREBP, renin-angiotenzin sistem, NF-xB, masne kiseline

Naucna oblast: Biologija

UZa naucna oblast: Molekularna biologija



Abstract

Increased fructose intake via industrial food is associated with metabolic syndrome
(MetS). MetS is characterized by chronic low-intensity inflammation caused by oxidative
stress and activation of the renin-angiotensin system (RAS). Walnuts are a rich source of
antioxidants and  polyunsaturated n-3  fatty acids that exert anti-
inflammatory/immunomodulatory effects on cardiometabolic health, which molecular
background is underexplored.

Walnut consumption (2.4 g/day, 6 weeks) reduced systolic blood pressure in rats
fed a fructose-rich diet (10% FRD, 15 weeks), showed a protective effect on the
antioxidative axis SIRT1-FoxO3a-MnSOD/ catalase and anti-inflammatory cardiac capacity
(AA/EPA reduction) and promoted the anti-inflammatory profile of plasma fatty acids
(AA/EPA and AA/DHA reduction), which were compromised by FRD. The role of the
axis negative regulators, Nox4 and ChREBP, should be further investigated in the heart
because the Nox4 level was increased by both, FRD and walnut supplementation, while
the ChREBP nuclear level was reduced in FRD as well as in control rats subjected to
walnuts. FRD activated a signaling pathway that regulated inflammation by increasing the
levels of the transcription factor NF-xB and the key RAS enzyme, ACE, while walnut
supplementation in FRD rats increased ACE2 level, a cardioprotective component of the
RAS. The protein/mRNA levels of the RAS receptors, AT1IR and AT2R, were not affected
by either of the two nutritional factors.

This study confirmed the beneficial effects of walnut consumption on
cardiometabolic status and proposed the mechanisms underlying their anti-inflammatory
and antioxidative effects in the heart, indicating the possibility for development of novel,
non-pharmacological approaches in cardiometabolic disease therapy.

Key words: fructose, metabolic syndrome, walnuts, heart, SIRT1-FoxO3a-
MnSOD/ catalase, Nox4, ChREBP, renin-angiotensin system, NF-xB, fatty acids

Scientific field: Biology

Scientific subfield: Molecular biology



SKRACENICE

AA - arahidonska kiselina (engl. Arachidonic Acid)

ACE - angiotenzin konvertujuci enzim (engl. Angiotensin-Converting Enzyme)
ACE2 - angiotenzin konvertujuci enzim 2 (engl. Angiotensin-Converting Enzyme 2)
Acetil-CoA - acetil koenzim A (engl. Acetyle Coenzyme A)

AGE - finalni produkti glikozilacije (engl. Advanced Glycation End products)

ALA - alfa-linoleinska kiselina (engl. a-Linolenic Acid)

AMPK - proteinska kinaza koju aktivira AMP (engl. AMP-activated protein Kinase)
Ang I — angiotenzin I

Ang II - angiotenzin II

Ang 1-7 — angiotenzin 1-7

APS - amonijum persulfat (engl. Ammonium Persulfate)

ATIR - angiotenzin II receptor tipa 1

AT2R - angiotenzin II receptor tipa 2

ATP - adenozin tri fosfat

BCA - bicinhonini¢na kiselina (engl. Bicinchoninic Acid)

BHT - butilirani hidroksitoluen (engl. Butylated Hydroxytoluene)

Cdc42 - protein ukljucen u regulaciju celijskog ciklusa (engl. Cell division control protein 42
homolog)

c¢DNK - komplementarna dezoksiribonukleinska kiselina

¢GMP - cikli¢ni guanozin monofosfat

CRP - C reaktivni protein

DBP - dijastolni krvni pritisak (engl. Diastolic Blood Pressure)

DHA - dokozaheksanska kiselina (engl. Docosahexanoic Acid)

DHAP - dihidroksiaceton fosfat

DNK - dezoksiribonukleinska kiselina

EDTA - etilendiamino tetrasircetna kiselina (engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid)
EET - epoksieikozatrienska kiselina (engl. Epoxyeicosatrienoic Acid)

EGEFR - receptor za epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal Growth Factor Receptor)
eNOS - endotelna sintaza azot monoksida (engl. endothelial Nitric Oxide Synthase)
EPA - eikozapentanska kiselina (engl. Eicosapenthanoic Acid)

ERK - kinaze regulisane vancelijskim signalima (engl. Extracellular signal-Regulated Kinases)
ET-1 - endotelin-1

F - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze

FAK - engl. Focal Adhesion Kinase

FO - zivotinje na ishrani obogac¢enoj 10% rastvorom fruktoze i dodatkom oraha
GLUT - transporter za glukozu (engl. Glucose Transporter)

HETE - hidroksieikozatetraenska kiselina (engl. Hydroxyeicosatetraenoic Acid)
HFCS - kukuruzni sirup sa visokim sadrzajem fruktoze (engl. High Fructose Corn Syrup)
HREF - frekvencija sr¢anih otkucaja (engl. Heart Rate Frequency)

HRP - peroksidaza rena (engl. Horseradish Peroxidase)

ICAM-1 - intracelijski adhezivni molekul-1 (engl. Intercellular Adhesion Molecule-1)
IkB - inhibitor kapa B (engl. Inhibitor of kappa B)

IKK - IxB kinazni kompleks

IL- - interleukin

IR - insulinska rezistencija

iRNK - informaciona ribonukleinska kiseina



IRS-1 - supstrat za insulinski receptor 1 (engl. Insulin Receptor Substrate-1)

Jak/STAT - engl. Janus kinase (JAK)/Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT)
JNK - c-jun N-terminalna kinaza (engl. c-Jun N-terminal Kinases)

K - kontrolna grupa zivotinja

KO - Zivotinje na standardnoj ishrani sa dodatkom oraha

KVB - kardiovaskularne bolesti

LDL - lipoproteini male gustine (engl. Low Density Lipoproteins)

MAP - sredniji arterijski pritisak (engl. Mean Arterial Pressure)

MAPK - protein kinaza aktivirana mitogenom (engl. Mitogen-Acivated Protein Kinaze)
MCP-1 - monocitni hemoatraktantni protein-1 (engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1)
MetS - metabolicki sindrom

MMP - matriks metaloproteinaza

MnSOD - mangan superoksid dismutaza (engl. Manganese Superoxide Dismutase)
NADPH - nikotinamid adenin dinukleotid fosfat (engl. Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate)

NFAT - nuklearni faktor aktiviranih T ¢elija (engl. Nuclear Factor of Activated T-cells)
NF-xB — nuklearni faktor kapa B (engl. Nuclear Factor-kappa B)

NO - azot oksid (engl. Nitric Oxide)

Nrf2 - engl. Nuclear factor erythroid 2-related factor 2

O? - superoksid anjon

ONOOr - peroksinitrit

ox-LDL - oksidovani lipoproteini male gustine

PA - palmitinska kiselina (engl. Palmitic Acid)

PDGE-R - receptor za faktor rasta trombocita (engl. Platelet-Derived Growth Factor Receptor)
PKC - protein kinaza C

PLA2 - fosfolipaza A2 (engl. Phospholipase A2)

PLC - fosfolipaza C (engl. Phospholipase C)

PLD - fosfolipaza D (engl. Phospholipase D)

POA - palmitoleinska kiselina (engl. Palmitoleic Acid)

PP - pulsni pritisak (engl. Pulse Pressure)

PTP1B - protein tirozin fosfataza 1B (engl. Protein Tyrosine Phosphatase 1B)

PUFA - polinezasic¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated Fatty Acid)

PVDF - poliviniliden-fluoridna membrana (engl. polyvinyl difluoride)

Pyk2 — Ca2+-zavisna prolinom bogata tirozin kinaza 2

RAGE - receptor za AGE

RAS - renin-angiotenzin system

Real-Time PCR - reakcija lancanog umnoZavanja u realnom vremenu (engl. Realtime
Polymerase Chain Reaction)

RNK - ribonukleinska kiselina

RVK - reaktivne vrste kiseonika

SBP - sistolni krvni pritisak (engl. Systolic Blood Pressure)

SDS-PAGE - elekroforeza na natrijum dodecil sulfat-poliakrilamidnom gelu (engl.
Sodium Dodecil Sulphate PolyAcrilamide Gel Electrophoresis)

SIRT1 - sirtuin 1

SMK - slobodne masne kiseline

T2D - dijabetes tipa 2

TEMED - tetrametil etilendiamin (engl. Tetramethylethylenediamine)

TG - trigliceridi



TLR - receptor sli¢an Toll-u (engl. Toll-like Receptor)

TNF-a - faktor nektoze tumora alfa (engl. Tumor Necrosis Factor-a)

TXA2 - tromboksan A2

VCAM-1 - vaskularni ¢elijski adhezivni molekul-1 (engl. Vascular Cell Adhesion Molecule-
1)

VLDL - lipoproteini veoma niske gustine (engl. Very Low Density Lipoproteins)

VPR - senzor za detekciju krvnog pritiska na osnovu promena u zapremini repa (engl.
Volume Pressure Recording)
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1. UVOD

1.1. Ishrana bogata fruktozom

Fruktoza je prost monosaharid koji je u prirodi zastupljen u voéu (5-10% ukupnog
sadrzaja Secera), medu (>10% ukupnog sadrZaja Secera) i u manjoj meri u povréu. Unos
fruktoze putem konzumacije voéa i povréa je nizak (oko 15 grama na dan) jer se u prirodi
fruktoza nalazi u kombinaciji sa vlaknima koja brzo dovode do osecaja sitosti, te
doprinose da se Secer apsorbuje sporo i obezbeduju organizam energijom u duZem
periodu. Medutim, u savremenom nacinu ishrane upotreba fruktoze nije prirodna i
umerena jer je u prehrambenoj industriji fruktoza zastupljena kao zasladiva¢ u gotovo
svim industrijskim proizvodima, kako u obliku disaharida saharoze (50% fruktoze), tako i
u obliku kukuruznog sirupa sa visokim sadrZajem fruktoze (engl. High Fructose Corn
Syrup, HFCS, 42-90% fruktoze) (Basciano i sar., 2005).

Saharoza se dobija iz Secerne trske i Secerne repe. To je disaharid sastavljen od
jednog molekula fruktoze i jednog molekula glukoze koji su vezani a-1,2-glikozidnom
vezom koja podleze razgradnji u digestivnom traktu pomocu enzima saharaze kako bi
nastali molekuli monosaharida koji se kao takvi transportuju u krvotok.

HEFCS se dobija iz kukuruznog skroba enzimskom izomerizacijom dela glukoze u
fruktozu. Usao je u upotrebu ranih 1970-ih godina, a od sredine 1980-ih pocela je njegova
masovna upotreba u industriji bezalkoholnih pi¢a. HFCS ima prednost kao zasladivac u
odnosu na saharozu zbog vece slatkoce i niZe cene. U proizvodnji bezalkoholnih pica kao
zasladivac se najvise koristi HFCS koji sadrzi 55% fruktoze. Molekuli glukoze i fruktoze su
u nevezanom obliku u HFCS-u tako da se ovi 8eceri brzo transportuju u krvotok, pri ¢emu
fruktoza ide direktno u jetru gde pokrece proces lipogeneze (Khorshidian i sar., 2021).

Povecana konzumacija fruktoze u poslednjih nekoliko decenija korelira sa
povecanom stopom gojaznosti i hipertenzije i veruje se da ima klju¢nu ulogu u nastanku
epidemije metabolickih poremecaja (Johnson i sar., 2007).

1.1.1. Metabolizam fruktoze

Za razliku od strogo regulisanog metabolizma glukoze koja predstavlja primarni
izvor energije u svim celijama, u kojima se direktno i metaboliSe, metabolizam fruktoze je
gotovo neregulisan i odvija se najve¢im delom u jetri (Douard i Ferraris, 2008). Sa
evolucionog stanovista ovakva neregulacija je opravdana jer je upotreba slobodne fruktoze
u ishrani nasih predaka bila zanemarljiva. Ugljeni hidrati su prirodno konzumirani
uglavnom u obliku skroba ili u kombinaciji sa biljnim vlaknima metaboliSu¢i se do
pojedina¢nih molekula glukoze ¢iji se nivo u cirkulaciji regulie insulinom (koga luce -
¢elije pankreasa), koji stimuliSe preuzimanje glukoze u celijama skeletnih misi¢a, masnog
tkiva i srca. Nakon toga lucenje insulina se smanjuje negativnom povratnom spregom.
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Fruktoza, sa druge strane, ne stimuliSe sekreciju insulina, pa u celije jetre ulazi
posredstvom transportera iz familije glukoznih transportera (engl. Glucose Transporter,
GLUT) koji nisu regulisani insulinom (GLUT5 i GLUT2), procesom olak$anog transporta.
Metabolizam fruktoze se odvija kroz proces fruktolize koja se razlikuje od glikoliti¢kog
puta kome podleze glukoza u nekoliko klju¢nih reakcija (Slika U1). Naime, za razliku od
glukoze koja se katabolise posredstvom enzima glukokinaze i fosfofruktokinaze, fruktoza
se fosforiliSe uz pomo¢ enzima fruktokinaze do fruktozo-1-fosfata, a on se posredstvom
aldolaze B konvertuje u trioze, dihidroksiaceton fosfat (DHAP) i gliceraldehid. Obe ove
trioze se mogu konvertovati u gliceraldehid-3 fosfat (izomerizacijom, odnosno
fosforilacijom) koji je intermedijer glikolize. Fruktoza, dakle, ulazi u glikoliticki put
zaobilazeéi negativhu povratnu spregu fosfofruktokinaze kao glavnog regulatornog
enzima glikolize. To ima za posledicu neogranicen ulazak fruktoze u ovaj proces, to
dovodi do akumulacije fosforilisanih supstrata i velike potrosnje ATP-a, sto, sa druge
strane, aktivira enzime purinskog metabolizma koji degraduju adeninske nukleotide do
uri¢ne kiseline (Collino, 2011).

Fruktozni metaboliti se najve¢im delom konvertuju u glukozu i laktat koji se koriste
kao izvor energije u ¢elijama Sirom organizma (Sun i sar., 2012). Jedan deo ove glukoze se
u jetri konvertuje u glikogen, procesom glikogeneze. Medutim, nakon Sto se obnove
rezerve glikogena u jetri, znacajan deo fruktoznih metabolita moze biti iskoriséen za
sintezu masnih kiselina de novo lipogenezom u jetri koja zapocinje oksidativhom
dekarboksilacijom piruvata do acetil-CoA, kao prekursora za sintezu slobodnih masnih
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kiselina (SMK). Esterifikacijom SMK glicerol-3-fosfatom koji nastaje redukcijom DHAP,
dolazi do sinteze triglicerida (TG). TG se deponuju u jetri ili se pakuju u lipoproteine
veoma niske gustine (engl. Very Low Density Lipoproteins, VLDL) i oslobadaju u cirkulaciju
gde podlezu hidrolizi lipoproteinskom lipazom, ¢ime ponovo nastaju SMK i
monoacilglicerol. Za razliku od fruktoznih metabolita, manje od jednog procenta
glukoznih metabolita se direktno konvertuje u TG plazme (Sun i sar., 2012), zahvaljujuci
procesima glukoneogeneze, glikogeneze i inhibicije glikolize i daljeg preuzimanja glukoze
usled negativne povratne inhibicije enzima fosfofruktokinaze. Kao posledica povisenih
koncentracija SMK u cirkulaciji, masno tkivo, skeletni misi¢i i srce intenzivno preuzimaju
SMK kada su energetske potrebe organizma povecane. To moZze uzrokovati talozenje
lipidnih intermedijera u ovim tkivima $to moZe dovesti do insulinske rezistencije (IR)
(Tappy i Le, 2010). S obzirom da insulin inhibira lipolizu, usled poremecaja u insulinskom
delovanju, dolazi do intenzivne lipolize i oslobadanja masnih kiselina u plazmu (Delarue i
Magnan, 2007). Dakle, poveéana koncentracija SMK i uri¢ne kiseline u cirkulaciji su glavne
posledice metabolizma fruktoze.

1.1.2. Ishrana bogata fruktozom i metabolicki sindrom

Metabolicki sindrom (MetS) je skup metabolickih poremecaja koji obuhvata
abdominalnu gojaznost, IR, hiperinsulinemiju, hipertenziju i dislipidemiju (Tran i sar.,
2009). Ovi poremecaji, sa druge strane, povecavaju rizik za nastanak kardiovaskularnih
bolesti (KVB) i dijabetesa tipa 2 (T2D) (Eckel i sar., 2005). Etiologija MetS-a ukljucuje
kompleksnu interakciju genetickih, metabolickih i sredinskih faktora, uklju¢ujudi navike u
ishrani.

Istrazivanja su pokazala da dramatican porast konzumacije fruktoze u obliku HFCS
u poslednjih nekoliko decenija, kao zasladivaca u industrijskoj hrani i pi¢u, predstavlja
glavni uzrok razvoja vecine karakteristika MetS-a (Taskinen i sar., 2019). Stimulacija
lipogeneze lezi u osnovi mehanizama kojima fruktoza dovodi do razvoja metabolic¢kih
poremecaja. Energetska homeostaza je poremecena jer fruktoza ne stimuliSe oslobadanje
hormona sitosti - insulina i leptina (iz celija masnog tkiva), pa se zaobilazi kontrola
posredstvom centara u hipotalamusu, koja rezultuje inhibiranjem unosa hrane i
povecanjem potrognje energije. Cak se stimulige apetit jer ishrana bogata fruktozom
povecava koncentraciju hormona grelina (Elliott i sar., 2002).

Metabolicki poremecaji se javljaju u glavnim ciljnim tkivima za insulin (jetri,
2011), s obzirom da je i ono target delovanja insulina. U stanju IR receptori za insulin, na
povrsini Celija skeletnih miSi¢a, masnog tkiva i srca, imaju smanjeni odgovor na delovanje
insulina pa je mobilizacija glukoznih transportera i transport glukoze u ¢eliju oteZzan sto
dovodi do hiperglikemije i posledi¢ne hiperinsulinemije jer nepreuzeta glukoza u
cirkulaciji stimuliSe ¢elije pankreasa da luce insulin (Schinner i sar., 2005).

IR je povezana i sa hipertrigliceridemijom jer povecani nivo insulina stimuliSe de
novo lipogenezu i sintezu TG, pa u stanju IR dolazi do intenzivnog oslobadanja TG u
cirkulaciju. Zbog toga se MetS karakteriSe pove¢anjem nivoa TG u jetri i u cirkulaciji (Choi
i Ginsberg, 2011).

Studije su pokazale da ishrana bogata fruktozom dovodi do pojave hipertenzije
posredstvom nekoliko mehanizama (Klein i Kiat, 2015). Povecana apsorpcija soli u
intestinumu i smanjeno izluc¢ivanje soli u bubrezima doprinosi povecanju krvnog pritiska
pre svega zahvaljujuéi transporterima u ovim organima koji su pozitivno regulisani
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fruktozom $to je pokazano u eksperimentima kod glodara (Soleimani, 2011). Endotelne
¢elije imaju kljuénu ulogu u regulaciji vaskularnog tonusa kroz sintezu i oslobadanje
faktora kontrakcije i relaksacije. Ishrana bogata fruktozom izaziva endotelnu disfunkciju,
smanjujuc¢i produkciju azot oksida (NO), vaznog medijatora vazodilatacije (Okamura i
sar., 2014), uz povecanje nivoa vazokonstriktora, kao Sto su endotelin-1 (ET-1) i
tromboksan A2 (TXA2) (Jiang i sar., 2007).

Ishrana bogata fruktozom povecava aktivnost i ekspresiju angiotenzina II (Ang II),
glavne komponente renin-angiotenzin sistema (RAS), koji ostvaruje vazokonstrikciju
stimulacijom Ang II receptora u glatkim misiénim celijama vaskulature (Tran i sar., 2009,
Shinozaki i sar., 2004). Ang II stimuliSe i aktivnost nikotinamid adenin dinukleotid fosfat
(engl. Nicotinamide Adenine Dinucleotide Phosphate, NADPH) oksidaze (Nox), koja je
odgovorna za produkciju reaktivnih vrsta kiseonika (RVK), uklju¢ujuci superoksid anjon
radikal (O?%) koji inaktivira NO usled stvaranja peroksinitrita (ONOO-) (Cuzzocrea i sar.,
2004), a moze smanjiti i njegovu produkciju u endotelu oksidacijom klju¢nog kofaktora
endotelne azot oksid sintaze (eNOS) (Schulz i sar., 2008). Ang II, ET-1 i TXA2 stimulisu
ekspresiju matriks metaloproteinaza (MMP) koje degraduju eNOS, smanjujuci produkciju
NO (Nagareddy i sar., 2012), ¢ime se opet povecava pritisak.

Nivo metilglioksala, visoko reaktivnog dikarbonilnog molekula, koji nastaje kao
nusprodukt metabolizma fruktoze i glukoze, znacajno je povedan u aorti pacova na
fruktoznoj ishrani (Dhar i sar., 2013). Metilglioksal je vazan prekursor AGE proteina (engl.
Advanced Glycation End products) koji nastaju kada karbonilne grupe aldehida kao Sto je
metilglioksal reaguju sa slobodnim amino grupama u proteinima, lipidima i nukleinskim
kiselinama. AGE proteini, vezuju¢i se za svoj receptor (RAGE) u endotelu, aktiviraju Nox,
uzrokujué¢i RVK-posredovanu inaktivaciju NO (Wautier i sar., 2001), $to je jo$ jedan nacin
regulacije pritiska.

Hiperuricemija, kao jedna od glavnih posledica metabolizma fruktoze uzrokuje
endotelnu disfunkciju promovisanjem oksidativhog stresa Sto za posledicu ima
inaktivaciju endotelnog NO (Jia i sar., 2014). Osim toga, uri¢na kiselina indukuje
ekspresiju C-reaktivnog proteina (CRP) u vaskularnom endotelu, koji inhibira oslobadanje
NO (Kang i sar., 2005). Inflamacija uzrokovana ishranom bogatom fruktozom takode utice
na reaktivnost vaskularnog endotela (Glushakova i sar., 2008).

Hroni¢na stimulacija simpati¢kog nervnog sistema (SNS), pre svega kao rezultat
hiperinsulinemije, takode dovodi do pojave hipertenzije (Tran i sar., 2009). Sa druge
strane, hroni¢na stimulacija SNS-a povecava IR, ¢ime se uspostavlja pozitivha povratna
sprega (Tran i sar., 2009). Povecano oslobadanje kateholamina, kao rezultat hronic¢ne
stimulacije SNS, povecava produkciju RVK-a u endotelnim celijama pacova, uzrokujudi
hipertenziju RVK-posredovanom inaktivacijom NO (Fu i sar., 2006).

Procenjuje se da jedna cetvrtina svetske populacije pati od viSestrukih poremecaja
metabolizma. Oko 3.2 miliona ljudi godisnje umre od posledica T2D, kao jednog od
glavnih ishoda MetS-a. Osobe sa T2D imaju 2 - 4 puta veci rizik za razvoj KVB, koje su
odgovorne za najveci broj smrtnih sluc¢ajeva kod osoba sa MetS i T2D (izmedu 50% i 80%)
(Tabish, 2007).

1.2. Zivotinjski model metaboli¢kog sindroma

Za izucavanje etiologije MetS-a kod ljudi uglavnom se koristi laboratorijski pacov
soja Wistar, muskog ili Zenskog pola, koji se podvrgava ishrani obogacenoj 10% ili 20%
rastvorom fruktoze (Dai i McNeill, 1995), $to najvernije oponasa danasnji nacin ishrane
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industrijskom hranom obogacenom fruktozom, gaziranim pi¢ima i zasladenim voénim
sokovima (izmedu 7% i 15% fruktoze) (Dills, 1993). Eksperimentalno se primenjuje i 60%
fruktoza u hrani (Nakagawa i sar., 2006) ili vodi (Wong i Johns, 1999) kod glodara.

Razli¢ite koncentracije i nac¢ini administracije fruktoze, kao i duzina trajanja
tretmana mogu dovesti do manifestacije razli¢itih komponenata MetS-a (Sanchez-Lozada i
sar., 2007). Narocito je vazno da se ovakva istraZzivanja sprovedu kod mladih pacova zbog
donoSenja zaklju¢aka vezanih za preporuke u ishrani adolescenata koji su najveci
konzumenti industrijskih napitaka i hrane zasladene sa HFCS, ¢ime znacajno povecavaju
rizik za raniji razvoj T2D i KVB (Yi i sar., 2014).

IstraZivanja su pokazala da pacovi hranjeni fruktozom unose za oko 10-20% vise
kalorija u odnosu na zivotinje na standardnoj ishrani (Kanarek i Orthen-Gambil, 1982), sto
moze dovesti do povecanja telesne mase (D'Angelo i sar., 2005), u zavisnosti od starosti
zivotinja (Huynh i sar., 2008) i razvoja leptinske rezistencije (Shapiro i sar., 2008).
Konzumacija fruktoze promoviSe stvaranje lipidnih depozita pre svega u visceralnom
masnom tkivu, narocito kod muskaraca (Stanhope i sar., 2009).

Brojne studije su pokazale da ishrana bogata fruktozom kod glodara dovodi do
razvoja razli¢itih simptoma MetS-a kao $to su hipertrigliceridemija, IR, hiperinsulinemija,
visceralna gojaznost, hipertenzija i hiperglikemija (Tran i sar., 2009, Machi i sar., 2012,
Mostarda i sar., 2012, Sanches i sar., 2012). Ovaj zivotinjski model je pogodan i za
proucavanje hroni¢ne inflamacije koja prati MetS, a koja se karakteriSse povecanom
koncentracijom proinflamatornih citokina u cirkulaciji (Pektas i sar., 2016).

1.3. Metabolicka inflamacija

Prekomerni unos hranljivih materija povezan je sa sistemskom inflamacijom niskog
intenziteta i duzeg trajanja, koja se razlikuje od akutne ili hroni¢ne inflamacije
podstaknute infekcijom ili autoimunoséu (Kopp i sar., 2009). Ona ne izaziva masivno
ostecenje tkiva, ali narusava metabolicku ravnotezu i naziva se matabolicka ili
metainflamacija (Hotamisligil, 2006). Neki autori je oznac¢avaju i kao parainflamacija, kako
bi definisali intermedijerno stanje (Medzhitov, 2008). Inflamatorni proces koji karakterise
MetS ima svoje jedinstvene karakteristike i mehanizme koji jos uvek nisu dovoljno
istrazeni.

Osnovna uloga adipocita je skladiStenje viska energije u obliku TG, lipoliza i
prekomerni unos fruktoze dovodi do hipertrofije i hiperplazije adipocita (Halberg i sar.,
2008) sto uzrokuje nedovoljno snabdevanje ovih celija krvlju, uzrokujuci hipoksiju koja
izaziva nekrozu adipocita (Cinti i sar., 2005). Nekroti¢ni adipociti oslobadaju hemokine i
citokine koji uzrokuju infiltraciju makrofaga u adipozno tkivo (Donath i Shoelson, 2011).
Makrofagi vrse fagocitozu nekroti¢nih adipocita i produkuju proinflamatorne faktore kao
Sto su hemokini. Lokalizovana inflamacija u adipoznom tkivu pokreée sistemsku
inflamaciju jer brojni adipocitokini oslobodeni iz nekroti¢nih adipocita, ukljucujué¢i CRP,
faktor nekroze tumora a (engl. Tumor Necrosis Factor-a, TNF-a) i interleukine IL-1p, IL-6 i
IL-17, putem cirkulacije dospevaju u druga insulin-zavisna tkiva kao Sto su jetra, miSici i
srce (Trayhurn i Wood, 2004) izazivajudi infiltraciju imunskih celija (makrofaga i T
limfocita) u ova tkiva (Greevenbroek i sar., 2013). Na ovaj nacin se ostvaruje veza izmedu
MetS, inflamacije i KVB ili drugih bolesti. Sistemsku inflamaciju karakteriSe i smanjena
sinteza antiinflamatornog adiponektina (Ouchi i sar., 2011).



Iz nekroti¢nih adipocita dolazi do oslobadanja velike koli¢ine SMK, $to moze
izazvati stres endoplazmati¢nog retikuluma i aktivaciju proinflamatornih signalnih puteva
(Zhang i Kaufman, 2008). U stanju narusene metaboli¢ke ravnoteZze, hiperoksidacije masti i
ugljenih hidrata u mitohondrijama dovodi do nastanka reaktivnih vrsta kiseonika koje
stimuliSu aktivnost inflamatornih kinaza (Kamata i sar., 2005).

Tokom hiperglikemije dolazi do neenzimske glikozilacije proteina na lizinskim i
argininskim ostacima, $to dovodi do stvaranja AGE proteina. Iako je formiranje ovih
proteina u korelaciji sa hiperglikemijom, fruktoza proizvodi 10 puta vise AGE nego
glukoza (Goldin i sar., 2006). Formiranje AGE ima direktne i indirektne efekte povezane sa
MetS-om. Direktno, AGE uti¢u na integritet proteina, kao S$to je npr. smanjena
rastvorljivost kolagena i elastina (McCance i sar., 1993), ¢ime doprinose razvoju
ateroskleroze. Indirektno, preko nizvodnih efekata, AGE uzrokuju inflamaciju i
oksidativni stres, koji doprinose patogenezi MetS-a. Naime, stimulacija receptora sli¢nog
Toll-u (engl. Toll-like Receptor, TLR) od strane AGE proteina pokrece unutarcelijsku
kaskadu koja rezultuje aktivacijom transkripcionog faktora NF-«xB (engl. Nuclear Factor-
kappa B) i transkripcijom gena koji kodiraju inflamatorne citokine i hemokine i pokrecu
inflamaciju u odgovoru na hiperglikemiju. Osim toga, AGE proteini vezivanjem za RAGE
u endotelu, dovode do aktivacije Nox-a i povecane intracelijske produkcije RVK-a koja, sa
druge strane, aktivira NF-xB i transkripciju gena za proinflamatrne citokine,
intenzivirajuéi inflamatorni odgovor (Nowotny i sar., 2015).

Inflamacija prethodi razvoju IR koja leZi u osnovi MetS-a. Naime, u normalnim
uslovima, insulin se vezuje za insulinski receptor na povrsini celija Sto pokrece
intracelijsku signalnu kaskadu posredovanu tirozinskom fosforilacijom supstrata za
insulinski receptor (engl. Insulin Receptor Substrate-1, IRS-1) koja aktivira AKT kinazu, a
ona indukuje mobilizaciju glukoznih transportera (GLUT4) koji vrse transport glukoze u
¢eliju. U stanju metainflamacije, aktivirani makrofagi oslobadaju citokine koji vezujudi se
za svoj receptor aktiviraju intracelijske kinaze koje vrse inhibitornu serinsku fosforilaciju
IRS-1 (Zhang i sar., 2008), inhibirajuc¢i IRS-AKT-GLUT signalni put $to izaziva IR. Osim
toga, ovi citokini posredstvom intracelijskih kinaza mogu stimulisati aktivhost NF-xB, sto
vodi povecanoj produkciji proinflamatornih citokina i indirektnoj inhibiciji insulinske
signalne kaskade. Oksidativni stres koji nastaje u stanju narusene metaboli¢ke ravnoteze
takode moze da dovede do razvoja IR, direktno, inhibicijom IRS-1 ili indirektno, preko
aktivacije NF-xB i povecanja produkcije citokina (Qatanani i Lazar, 2007). Na ovaj nacin,
oksidativni stres i inflamacija konvergiraju u zajednic¢ke puteve povezane sa IR.

1.3.1. Metabolizam u srcu u fizioloskim uslovima i uslovima insulinske rezistencije

U fizioloskim uslovima, masne kiseline dugih lanaca predstavljaju dominantan
supstrat za proizvodnju energije u srcu (60-70%). Pored masnih kiselina, energija potrebna
za rad sréanog misic¢a, potice iz mitohondrijalne oksidacije glukoze (20%) i laktata (10%)
(Bertrand i sar., 2008). Fruktoza se takode koristi kao energetski supstrat u srcu, s obzirom
na to da kardiomiociti eksprimiraju fruktoza-specificni GLUT5 transporter (Karaca i sar.,
2016). Srce se snabdeva masnim kiselinama najveé¢im delom iz cirkulacije, s obzirom da
ima mali kapacitet za de novo lipogenezu. 70-90% masnih kiselina koje udu u deliju
podlezu oksidaciji u mitohondrijama, a 10-30% se skladisti u obliku TG (Stanley i sar.,
2005). Glukoza potrebna za rad srca potic¢e iz cirkulacije ili iz unutarcelijskih depoa
glikogena (Kodde i sar., 2007). PoviSena koncentracija masnih kiselina u krvi dovodi do
povecanog snabdevanja sréanog misica masnim kiselinama i povecane p-oksidacije, sto
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ima za posledicu smanjenje nivoa glikolize i akumulaciju lipida u miokardu. Kardija¢na
lipotoksi¢nost dovodi do poremecaja u insulinskom signalnom putu, transportu glukoze i
skladistenju glikogena u kardiomiocitima (Gray i Kim, 2011). Povecana oksidacija lipida u
stanju narusene metabolicke ravnoteze u srcu, dovodi do nastanka velike koli¢ine RVK-a.
To izaziva poremecaje u funkciji mitohondrija i apoptozu kardiomiocita, $to dovodi do
promena u strukturi i funkciji srca (Gray i Kim, 2011).

1.4. Oksidativni stres u metabolickom sindromu

RVK se u organizmu konstantno stvaraju tokom normalnih fizioloskih procesa, kao
nusprodukti aerobnog metabolizma (endogeni izvori), ali mogu nastati i delovanjem
razli¢itih sredinskih faktora (egzogeni izvori), uklju¢ujuci i neadekvatnu ishranu (Pej¢i¢ i
sar., 2006). Poremecaj u ravnotezi izmedu proizvodnje RVK-a i njihovog uklanjanja
mehanizmima antioksidativne zastite, dovodi do narusavanja redoks homeostaze u celiji i
nastanka oksidativnog stresa koji se manifestuje oksidativnim o$tecenjem Ccelijskih
biomolekula, kao i poremecajem signalne transdukcije i ekspresije gena, ¢ime se remete
normalne funkcije ¢elija (Maritim i sar., 2003) i dolazi do razvoja MetS-a (Vona i sar., 2019).

Antioksidativni mehanizmi zastite uklanjaju i inaktiviraju RVK u organizmu,
enzimski (superoksid dismutaza, katalaza i glutation peroksidaza) ili neenzimski
(antioksidativni vitamini, GSH, cistein). Mnoga istrazivanja ukazuju na ulogu n-3 masnih
kiselina u podsticanju endogene antioksidativne zastite, medutim, njihovi antioksidativni
mehanizmi jo§ uvek nisu dovoljno ispitani. Visok unos suplemenata koji sadrze n-3
polinezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated Fatty Acid, PUFA) povezan je sa
nizom stopom oboljevanja od KVB i drugih oboljenja u ¢ijoj patogenezi lezi oksidativni
stres (Calder, 2015).

Nekoliko istrazivanja je pokazalo da pacijenti sa MetS-om imaju smanjenu
aktivnost antioksidativnih enzima u plazmi, kao i povecane nivoe markera oksidativnih
ostecenja, uglavnom lipidne peroksidacije (Bekkouche i sar., 2014). Osim toga, direktni
efekti fruktoze na oksidativni stres pokazani su u studijama u kojima su pacovi hranjeni
fruktozom tretirani antioksidansima, $to je dovelo do smanjenog stvaranja RVK-a i
sprecavanja IR (Song i sar., 2005).

Povecanje produkcije RVK-a u srcu moze biti posledica aktivacije RAS-a, sto je
pokazano kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom (Giacchetti i sar., 2000). Naime,
ustanovljeno je da je hronicna administracia Ang II povezana sa prekomernom
produkcijom RVK-a koja je posredovana aktivacijom Nox-a (Delbosc i sar., 2002).

1.4.1. Oksidativni stres u srcu

Oksidativni stres dovodi do inhibicije insulinske signalne kaskade u srcu, direktno
- serinskom fosforilacijom IRS-1 ili indirektno, preko aktivacije NF-xB i povecanja
produkcije citokina (Qatanani i Lazar, 2007). RVK uzrokuju i poremecaj u signalizaciji
kalcijuma, $to dovodi do promene dinamike relaksacije i kontrakcije sr¢anog miSica i
rezultuje dijastolnom i sistolnom disfunkcijom (Barouch i sar., 2002). Oksidativni stres u
srcu karakteriSe i povedano oslanjanje na masne kiseline u poredenju sa glukozom kao
izvorom energije, $to uzrokuje lipidnu akumulaciju i disfunkciju srca (Bayeva i sar., 2013).
Takode doprinosi i razvoju inflamacije u srcu (Kamata i sar., 2005), s obzirom da RVK
regrutuju cirkuliSuée inflamatorne celije aktivacijom ekspresije hemokina, integrina
neutrofila i adhezivnih molekula, Sto moZe pokrenuti disfunkciju i apoptozu
kardiomiocita i uzrokovati remodelovanje, fibrozu, hipertrofiju i sréanu insuficijenciju.
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1.4.2. AMPK-SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza antioksidativna osa

Nedavna istrazivanja ukazuju na snaznu vezu izmedu energetske homeostaze u
¢eliji i aktivacije imunskih celija i pokretanja inflamacije u odgovoru na celijska i tkivna
ostecenja (Weinberg i sar., 2015). To je potkrepljeno otkricem da AMP-aktivirana protein
kinaza (AMPK), pored uloge u odrzavanju energetske homeostaze u celiji, pre svega
aktivacijom metabolizma lipida i ugljenih hidrata (Sambandam i Lopaschuk, 2003), ima
ulogu u regulaciji metabolicke inflamacije (Lyons i sar., 2016). Studije na ljudima i
eksperimentalnim Zivotinjama pokazale su negativhu asocijaciju izmedu inflamacije
izazvane ishranom i aktivnosti AMPK (Ruderman i sar., 2013). Stavige, ishrana sa visokim
sadrzajem masti ili fruktoze aktivira inflamaciju inhibicijom AMPK signalnog puta u srcu
(Ko i sar., 2009, Zhao i sar., 2017). Osim toga, nekoliko direktnih ili indirektnih aktivatora
AMPK su veé u klini¢koj upotrebi kao potencijalna terapija u le¢enju metabolickih bolesti
(Steinberg i Carling, 2019).

AMPK se sastoji od tri subjedinice - kataliticke a subjedinice, koja sadrzi kinazni
domen, i dve regulatorne subjedinice, 3 i y. Aktivira se u odgovoru na negativan
energetski bilans (poveéan odnos AMP/ATP), posredstvom nekoliko uzvodnih kinaza
koje katalizuju fosforilaciju kataliticke a subjedinice na Thr172 uz prisustvo AMP.

Aktivacija AMPK u T ¢elijama promovise njihov prelazak sa proinflamatornog na
antiinflamatorni fenotip, kroz represiju aerobne glikolize i aktivaciju mitohondrijskog
oksidativnog metabolizma (O'Neill i Hardie, 2013).

Pokazano je da AMPK sprecava razvoj metabolicke inflamacije putem inhibicije
NF-xB, posredstvom nizvodnih medijatora, kao $to je sirtuin 1 (SIRT1) (Salminen i sar.,
2011). Naime, SIRT1 deacetiluje RelA/p65 subjedinicu NF-xB, ¢ime inicira ubikvitinaciju i
degradaciju NF-xB (Yang i sar., 2010). Stoga, poremecena regulacija energetskih senzora,
AMPK i SIRT1, povezuje metabolizam nutrijenata sa inflamacijom i posledi¢cnom IR.

Istrazivanja su pokazala da SIRT1 ima centralnu ulogu u povezivanju imunskog
odgovora i metabolizma. SIRT1-posredovana regulacija reprogramiranja Ccelijskog
metabolizma (Chang i Guarente, 2014) je usko povezana sa ulogom SIRT1 u funkciji
dendritskih ¢elija i urodenoj imunosti. Naime, pokazano je da nedostatak SIRT1 dovodi do
promena mitohondrijske funkcije i metaboli¢kog fenotipa, sto rezultuje aktivacijom sinteze
masnih kiselina i dovodi do poremecaja u regulaciji urodenog i adaptivnog imunskog
odgovora (Elesela i sar., 2020). Nedavna istrazivanja podrzavaju ulogu SIRT1 u prelasku
rane u kasnu fazu inflamacije (Raud i sar., 2018).

Osim uloge u inhibiciji metabolicke inflamacije, AMPK i SIRT1 takode sprecavaju
razvoj oksidativnog stresa (Price i sar., 2012). Naime, SIRT1 deacetiluje transkripcioni
regulator, FoxO3a (engl. Forkhead box O3), promovisuci njegovu defosforilaciju, jedarnu
akumulaciju i inicijaciju FoxO3a - zavisne genske transkripcije (Olmos i sar., 2013).
FoxO3a reguliSe ekspresiju gena ukljuenih u antioksidativhu odbranu, kao Sto su
mitohondrijska mangan superoksid dismutaza (MnSOD) i katalaza (Kops i sar., 2002, Tan i
sar., 2008). MnSOD se nalazi u mitohondrijskom matriksu i peroksizomima i predstavlja
prvu liniju odbrane od mitohondrijskog O?* jer katalizuje njegovu dismutaciju u
molekulski kiseonik i vodonik peroksid, sprecavaju¢i na taj nacin superoksid-
posredovanu inaktivaciju NO. Katalaza katalizuje razgradnju vodonik peroksida do vode i
molekulskog kiseonika. Nalazi se u peroksizomima svih tkiva sisara, kao i u citosolu
retikulocita i zrelih eritrocita.

Dakle, AMPK i SIRT1 ostvaruju iste efekte u pogledu inflamacije i oksidativnog
stresa, pri ¢emu ova dva molekula aktiviraju jedan drugog, sugerisuci postojanje AMPK-
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SIRT1 ciklusa koji povezuje energetsko i redoks stanje u celiji (Ruderman i sar., 2010).
Istrazivanja su pokazala da je regulacija AMPK i SIRT1 poremecena kako kod ljudi tako i
kod eksperimentalnih Zivotinja sa MetS-om, $to ukazuje na ulogu ovih metaboli¢kih
senzora u promociji patogeneze MetS-a (Ruderman i sar., 2010).

Pored regulacije gena ukljuenih u antioksidativhu odbranu, SIRT1 inaktivira
NADPH oksidazu 4 (Nox4) u kardiomiocitima (Cheng i sar., 2010) i aorti pacova (Zarzuelo
i sar., 2013), sto je od velikog znacaja, s obzirom da je Nox4 glavni izvor mitohondrijskog
oksidativnog stresa (Kuroda i sar., 2010). Naime, Nox enzimi su familija
transmembranskih proteina koji katalizuju transfer jednog elektrona sa NADPH na
molekulski kiseonik, ¢ime nastaje O%*. Osnovna bioloska uloga Nox-posredovanog
formiranja RVK-a je eliminacija patogena u makrofagima i neutrofilima.

Ekspresija SIRT1 moze biti inhibirana direktnim vezivanjem ChREBP (engl.
Carbohydrate Response-Element-Binding Protein) za njegov promotor u metabolicki aktivnim
tkivima (Noriega i sar., 2011). ChREBP reguliSe gensku transkripciju u glikolizi/fruktolizi
i de novo lipogenezi (lizuka i sar., 2004), sto ukazuje na vaznu ulogu ovog molekula u
patogenezi metabolickih poremecaja. Aktivacija ChREBP zavisi od koncentracije
glukoze/fruktoze. Povecanje nivoa glukoze/fruktoze u hepatocitima stimulise
defosforilaciju ChREBP-a, njegovu translokaciju u jedro i vezivanje za promotorske
sekvence ciljnih gena ¢ija transkripcija obezbeduje supstrat za sintezu masnih kiselina
(piruvat kinaza) (Uyeda i Repa, 2006). Na ovaj na¢in, ChREBP povezuje metabolizam
ugljenih hidrata i lipida. Nedavna istrazivanja potvrduju kriticnu ulogu ChREBP u
prevenciji inflamacije i apoptoze makrofaga u aterosklerozi, sto ukazuje na znacaj
imunskog metabolickog fluksa u hroni¢nim inflamatornim bolestima (Sarrazy i sar., 2015).

Pokazano je da ishrana bogata fruktozom inhibira antioksidativhu osu SIRT1-
FoxO3a-MnSOD/katalaza u srcu ovarijektomisanih zenki pacova (Boskovi¢ i sar., 2018).
Takode je ustanovljeno da Ang II, posredstvom svog receptora, ATIR, inhibira signalni
put SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza u mitohondrijama osteoblasta, izazivajuci
oksidativni stres (Li i sar., 2014). Na taj nacin, RAS je povezan sa molekulima puta
antioksidativne odbrane.

1.5. Renin-angiotenzin sistem (RAS)

RAS je hormonski sistem koji reguliSe krvni pritisak preko balansa elektrolita i
volumena telesnih te¢nosti u organizmu. Smanjenje bubrezne perfuzije stimulise
jukstaglomerularne celije bubrega da luce enzim renin koji proteoliticki sec¢e neaktivni
zimogen angiotenzinogen, koji uglavnom luci jetra, konvertujudi ga u angiotenzin I (Ang
I). Ang I se zatim konvertuje u Ang II pomocu angiotenzin konvertujuceg enzima (engl.
Angiotensin-Converting Enzyme, ACE), koji se nalazi uglavnom u pluénom vaskularnom
endotelu. Ang II reguliSe krvni pritisak, ostvaruju¢i vazokonstrikciju stimulacijom
angiotenzinskih receptora u glatkim misiénim Cdelijama vaskulature. Ang II takode
stimuliSe lucenje aldosterona iz kore nadbubrezne zlezde, a on stimuliSe reapsorpciju
natrijuma i vode od strane bubreznih tubula. To povedava zapreminu te¢nosti u
organizmu, $to izaziva povecéanje krvnog pritiska. ACE homolog, ACE2 (engl. Angiotensin-
Converting Enzyme 2) proteoliticki sec¢e jednu aminokiselinu iz Ang II, smanjujudi nivo Ang
II u cirkulaciji, na racun povecanja nivoa angiotenzina 1-7 (Ang 1-7), koji ima
kontraregulatornu ulogu u odnosu na Ang II i predstavlja glavnu komponentu
deaktivirajuce kaskade RAS-a, za koju se veruje da ima znacajne kardioprotektivne efekte.



Efekti Ang II se prvenstveno ostvaruju posredstvom dva G protein kuplovana
receptora sa sedam transmembranskih domena, angiotenzin II receptor tipa 1 (ATI1R) i
angiotenzin II receptor tipa 2 (AT2R). Ova dva receptora ostvaruju razli¢ite fizioloske
efekte posredstvom razlic¢itih signalnih puteva (Mehta i Griendling, 2007). AT1R aktivira
puteve koji podsticu oslobadanje aldosterona, vazokonstrikciju i povecanje krvnog
pritiska, sréanu kontraktilnost, apsorpciju natrijuma od strane bubreZnih tubula, celijski
rast i proliferaciju, ostvarujuéi Stetne efekte Ang II (oksidativni stres, endotelna
disfunkcija, IR i inflamacija) (Mehta i Griendling, 2007). Aktivacija AT2R izaziva suprotne
efekte, kao Sto su vazodilatacija i hipotenzija, natriureza, inhibicija celijskog rasta i
proliferacije apoptozom i moguca inhibicija AT1R (Mehta i Griendling, 2007, AbdAlla i
sar., 2001). Efekti Ang 1-7 su posredovani Mas receptorima i ogledaju se u povecanoj
produkciju NO i fosforilaciji AKT kinaze u kardiomiocitima (Dias-Peixoto i sar., 2008).
Medutim, ovo je samo uproséena slika RAS-a koji je daleko sloZeniji jer se novi ¢lanovi jos
uvek identifikuju (Slika U2).

Angiotenzinogen
(jetra)

Renin
(bubrezi)

Angiotenzin |

ACE
(pluca)

ACE-2
Angiotenzin l———— Angiotenzin(1-7)

N |

1 L

| Iy
Vazokonstrikcija, éelijska Bradikinin, vazodilatacija,
proliferacija, hipertrofija, patrigrc.e_za,’ aI_JPPtOZE,

ROS, EDCF (endothelium inhibicija celijskog rasta,
derived contracting EDRF (endothelium derived
factors), fibroza relaxing factors)

Slika U2. Renin-angiotenzin sistem (RAS) (preuzeto i modifikovano sa
https:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/ PMC3022115/ figure/F1/ ?report=objectonl

y)
1.5.1. Angiotenzin II receptor tipa 1 (AT1R)
ATIR su eksprimirani u svim organima, ukljuc¢ujuéi srce (kardiomiociti i fibroblasti)
i vaskulaturu (glatke misi¢ne celije). Kod c¢oveka postoji samo jedan gen za ATIR,

lokalizovan na hromozomu 3, dok su kod pacova i misa prisutna dva podtipa ovog gena -
gen za ATla receptor (AT1aR), lokalizovan na hromozomu 17 i gen za AT1b receptor
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(AT1bR), lokalizovan na hromozomu 2. Veéina dobro poznatih efekata Ang II
posredovana je AT1 receptorima.

AT1aR i AT1bR se sastoje od 359 aminokiselina, sa molekulskom tezinom od 40-41
kDa i sedam transmembranskih domena. Oni pripadaju superfamiliji G protein vezujucih
receptora. Kod pacova, ATla i ATlb receptori pokazuju 95% homologije u
aminokiselinskim sekvencama u kodirajuéem regionu, medutim prisustvo niske
homologije (35%) u nekodiraju¢im regionima njihovih iRNK ukazuje na mogucu
diferencijalnu regulaciju ova dva gena.

Ekspresija gena za AT1aR i AT1bR je tkivno-specificna. AT1aR je dominantan u
srcu i krvnim sudovima, dok je AT1bR u vecoj meri prisutan u hipofizi i nadbubreznim
zlezdama (Shanmugam i Sandberg, 1996), pa bi AT1aR izoforma mogla biti znacajnija u
regulaciji krvnog pritiska od AT1bR izoforme (Chen i sar., 1997).

1.5.1.1. Mehanizmi delovanja ATIR

ATIR stimuliSu brojne signalne puteve koji su, pre svega, posredovani G protein -
zavisnim mehanizmima. Nakon aktivacije od strane Angll, AT1R se kupluje sa nekom od
G proteinskih izoformi, sto dovodi do aktivacije razli¢itih nizvodnih efektora, ukljucujudi
fosfolipazu C (PLC), fosfolipazu D (PLD) i fosfolipazu A2 (PLA2) (Mehta i Griendling,
2007).

Aktivacija PLC i PLD rezultuje kontrakcijom glatkih misi¢nih celija posredstvom
razli¢itih nizvodnih medijatora, pa su ovi signalni putevi uklju¢eni u patogenezu
hipertenzije i hipertrofije srca. Aktivacija PLA2 posredstvom ATIR dovodi do produkcije
arahidonske kiseline (AA) i njenog derivata, hidroksieikozatetraenske kiseline (HETE),
koji ostvaruje hipertenzivni efekat putem vazokonstrikcije (Sarkis i sar., 2004), Nox-
zavisnu oksidaciju i inflamaciju posredovanu aktivacijom NF-kB (Rompe i sar., 2010).

ATIR posredstvom G proteinskih izoformi moze aktivirati i tirozin kinaze (Src,
Jak/STAT, FAK, Pyk2), kao i receptore koji imaju tirozin kinaznu aktivnost (insulinski
receptor, receptor za epidermalni faktor rasta (engl. Epidermal Growth Factor Receptor,
EGFR) i receptor za faktor rasta trombocita (engl. Platelet-Derived Growth Factor Receptor,
PDGF-R)) (Mehta i Griendling, 2007). Aktivacijom ovih signalnih puteva, AT1R ucestvuje
u regulaciji ¢elijskog rasta, proliferacije, migracije i apoptoze. AT1R aktivira i serin/treonin
kinaze kao sto su PKC i MAPK (ERK 1/2, p38MAPK i JNK) koje su ukljuc¢ene u celijski
rast i hipertrofiju (Mehta i Griendling, 2007).

Pored G protein-zavisnih efekata, aktivirani AT1R moZze stimulisati signalne puteve
nezavisne od G proteina direktnim vezivanjem za signalne molekule, kao $to su p-arestin i
tirozin kinaze, uklju¢ujuci Cdc42, Srci Jak/STAT (Hunyady i Catt, 2006).

1.5.2. Angiotenzin II receptor tipa 2 (AT2R)

Kod pacova, misa i ¢oveka postoji samo jedan gen za AT2R koji je lokalizovan na X
hromozomu. AT2R takode pripada superfamiliji G protein - vezujucih receptora i ima
sedam transmembranskih domena, sa molekulskom teZzinom od 41 kDa i 363
aminokiseline, koje dele samo 34% homologije sa aminokiselinskom sekvencom AT1R.

AT2R je visoko eksprimiran u fetalnom srcu i fetalnoj aorti, i u umerenoj koli¢ini u
bubrezima, plu¢ima i jetri. Medutim, njegova ekspresija naglo opada nakon rodenja, sto
sugeriSe potencijalno vaznu ulogu AT2R u razvoju fetusa (Shanmugam i Sandberg, 1996).
Ekspresija gena za AT2R se moZe stimulisati u odraslom dobu u patoloskim stanjima, tj.
nakon ostecenja tkiva (Steckelings i sar., 2010), kao sto je fibroza srca (Tsutsumi i sar.,
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1998). Prekomerna ekspresija AT2R u srcu, medutim, dovodi do fatalnih posledica,
ukazujuéi na mogudi razlog gasenja njegove ekspresije u postnatalnom periodu Zivota.
Ang II se vezuje jednakim afinitetom za ATIR i AT2R, ali zbog dominantne ekspresije
ATIR u veéini adultnih tkiva, stimulacija Ang II obi¢no izaziva fizioloski odgovor
posredovan ATIR.

Pokazalo se da farmakoloska stimulacija AT2R ima blagotvorne metabolicke efekte
u razli¢itim Zivotinjskim modelima IR i T2D, pa bi farmakoloska modulacija balansa
izmedu ATIR i AT2R mogla biti znacajna u terapiji MetS i T2D, kao i smanjenju
posledi¢nih kardiovaskularnih komplikacija (Paulis i sar., 2016). Rezultati nedavno
objavljene studije, medutim, ukazuju da AT2R ima fiziolosku ulogu u o¢uvanju insulinske
osetljivosti kod Zenskih, ali ne i kod muskih miseva (Quiroga i sar., 2019).

1.5.2.1. Mehanizmi delovanja AT2R

AT2R  ostvaruje  proapoptotska, antiproliferativna, antiinflamatorna i
vazorelaksiraju¢a svojstva, pa je uklju¢en u fizioloske procese poput tkivnog
remodelovanja, kontrole krvnog pritiska, natriureze i aktivnosti neurona.

AT2R svoje antiproliferativne i proapoptotske efekte u glatkim misi¢nim celijama
vaskulature, najverovatnije ostvaruje formiranjem heterodimera sa ATIR, pa se smatra G
protein kuplovanim ATIR - specificnim antagonistom (AbdAlla i sar., 2001). Opisana su
tri glavna puta AT2R signalizacije - aktivacija puta protein fosfataza, aktivacija
bradikinin/NO/cGMP puta i aktivacija PLA2 (Lemarie i Schiffrin, 2010). Aktivacija AT2R
pomocu Ang II stimuliSe proizvodnju bradikinina koja rezultuje vazodilatacijom
posredstvom nizvodnih medijatora, uklju¢uju¢éi NO i ¢cGMP (Bergaya i sar., 2004).
Aktivacija PLA2 rezultuje proizvodnjom AA ¢iji derivat, epoksieikozatrienska kiselina
(EET), ostvaruje antihipertenzivni efekat putem vazodilatacije (Campbell i sar., 1996), ali
posreduje i u antiinflamatornim efektima putem inhibicije NF-xB (Rompe i sar., 2010).

Stimulacija de novo ekspresije AT2R u srcu u patoloskim stanjima moze spreciti
formiranje neointime, celijsku proliferaciju i inflamaciju, $to ukazuje na njegovu
kardioprotektivnu ulogu.

1.5.3. Angiotenzin-konvertujuci enzim (ACE)

ACE je klju¢ni enzim RAS-a. To je cink metaloproteinaza koja funkcionise kao
dipeptidil karboksipeptidaza. Osnovna uloga ACE je da konvertuje neaktivni dekapeptid,
Ang I u aktivni oktapeptid sa snaznim vazokonstriktorskim dejstvom, Ang II. ACE takode
inaktivira vazodilatator bradikinin (Erdos, 1976). Dve forme ACE, somatska i testikularna,
kodirane su sa istog gena. Somatski ACE je visoko eksprimiran u endotelnim celijama
vaskulature, a produkuju ga i drugi tipovi ¢elija, uklju¢ujué¢i makrofage, tubularni epitel i
epitel creva. Somatski ACE ima dva nezavisna kataliticka mesta sa razli¢itim svojstvima
koja postoje kao solubilne i membranski vezane forme. Germinativna forma ACE, koja se
nalazi isklju¢ivo u testisima, ima jedno kataliticko mesto i ukljucena je u fertilnost.
Pokazano je da ACE hidrolizuje Ang 1-7 do Ang 1-5 (Chappell i sar., 1998). U uslovima
ACE inhibicije, ne samo da dolazi do povecanja u nivou njegovog supstrata Ang I, koji se
moze konvertovati u Ang 1-7 delovanjem endopeptidaza, ve¢ dolazi i do sprecavanja
hidrolize Ang 1-7. Na taj nacin, inhibicija ACE dovodi do povecanja nivoa Ang 1-7 u
plazmi, tkivu i wurinu (Campbell i sar., 1999), c¢ime se delimi¢no ostvaruju
antihipertenzivna dejstva ACE blokatora.
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1.5.4. Angiotenzin-konvertujuéi enzim 2 (ACE2)

ACE2 je integralni membranski glikoprotein tipa 1 koji je eksprimiran u veéini
tkiva. Najveca ekspresija ACE2 detektovana je u vaskulaturi, bubrezima, plu¢ima i srcu
(Donoghue i sar., 2000). Vancelijski domen ACE2 sadrzi jednu kataliticku cink
metalopeptidaznu subjedinicu koja pokazuje 42% identi¢nosti i 61% sli¢nosti sa
sekvencom katalitickog domena ACE (Donoghue i sar., 2000). Medutim, za razliku od
ACE, ACE2 funkcioni$e kao karboksipeptidaza, a njegova aktivnost nije antagonizovana
konvencionalnim ACE inhibitorima (Rice i sar., 2004). Glavni supstrat za ACE2 je Ang II
(Donoghue i sar., 2000, Rice i sar., 2004), ¢ijim proteolitickim sec¢enjem nastaje Ang 1-7,
mada moze katalizovati i proteolizu drugih peptida, sa manjim afinitetom, ukljuc¢ujudi i
Ang L.

Nakon karakterizacije ACE2, njegova funkcionalna uloga u srcu bila je donekle
kontroverzna. Medutim, rezultati studije koju su objavili Mercure i saradnici ukazuju na
blagotvorno dejstvo ACE2/Ang 1-7/MasR ose u srcu, napominjuéi da su
kardioprotektivni efekti ACE2 rezultat direktne degradacije Ang II i inhibicije ATIR -
posredovane signalizacije (Mercure i sar., 2008). Nedavne studije isti¢u antiinflamatornu i
antifibroznu ulogu ACE2 u bubrezima i srcu, $to ga ¢ini potencijalnim targetom u terapiji
KVB pored ACE inhibitora i AT1R blokatora (e Silva i Martins Teikeira, 2016). Mnoge
studije isticu da Ang 1-7 ublaZzava manifestacije MetS-a redukcijom koli¢ine masnog tkiva i
nivoa lipida u plazmi, kao i povecanjem osetljivosti na insulin i metabolizma glukoze (Liu
isar. 2011a, Santos i sar., 2010).

Farmakoloska inhibicija ili geneti¢ka delecija ACE2 ima Stetne efekte na srce (Kim i
sar., 2010, Moritani i sar., 2013), dok povecana ekspresija ACE2 sprecava ove efekte i
poboljsava funkciju srca (Huentelman i sar., 2005, Diez-Freire i sar., 2006, Dong i sar.,
2012). Prema tome, povecanje ekspresije ACE2 moze biti korisno u terapiji oboljenja koja
se karakterisu aktivacijom RAS-a u srcu, kao $to je to slucaj u MetS-u. Povecanje endogene
ekspresije ACE2, pre svega upotrebom prirodnih jedinjenja, kao suplemenata u ishrani,
znatno je pogodnije od egzogenog povecanja ACE2, wupotrebom humanog
rekombinantnog ili adenovirusnog ACE2 u animalnim modelima kardiometaboli¢kih
poremecaja.

1.5.5. Lokalni RAS u srcu

U srcu je detektovana ekspresija svih komponenata RAS-a koji ima ulogu u
regulaciji/modulaciji sré¢ane i koronarne funkcije, apoptozi, inflamaciji, metabolizmu,
rastu i remodelovanju srca. Ovaj tkivni RAS moZe da se aktivira nezavisno od sistemskog.
Vise od 90% Ang I i vise od 75% Ang II u srcu, sintetiSe se od strane kardiomiocita. ACE
sintetiSu fibroblasti i koronarne endotelne celije, a detektovana je i ekspresija ACE2.
Kardiomiociti i fibroblasti eksprimiraju AT1R koji, nakon aktivacije Ang-om II, aktivira
signalne puteve faktora rasta i indukuje fibrozu i hipertrofiju srca (Dostal, 2000). AT1R je
ukljucen i u apoptozu koja je odgovorna za remodelovanje srca (Fiordaliso i sar., 2000).
Prekomerna aktivacija RAS-a u srcu moZe uzrokovati smanjenu dijastolnu relaksaciju
(Rothermund i sar., 2001), i dovesti do promena u sprovodenju elektri¢nog nadrazaja
uzrokujudi aritmije (Healey i sar., 2005).
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1.6. Transkripcioni faktor NF-xB

Aktivacija transkripcionog faktora NF-xB koja dovodi do poveéane produkcije
proinflamatornih citokina ima centralnu ulogu u hroni¢noj inflamaciji koja prati
metabolicke poremecaje uzrokovane ishranom bogatom fruktozom (Gregor i Hotamisligil,
2011, Lumeng i Saltiel, 2011).

Familija transkripcionih faktora NF-xB obuhvata pet ¢lanova: NF-xB1 (p50/p105),
NF-xB2 (p52/p100), RelA (p65), RelB i c-Rel. NF-xB je prisutan u ¢eliji kao homo- ili
heterodimer, pri ¢emu je najces¢i u formi p65/p50 heterodimera.

U neaktivnom stanju, NF-xB se nalazi u citoplazmi, u kompleksu sa inhibitornim
proteinom (engl. Inhibitor of kB, IxB) koji maskira njegov signal za jedarnu lokalizaciju
¢ime sprecava aktivaciju NF-xB i njegov prelazak u jedro. Da bi se NF-xB aktivirao,
neophodno je da dode do fosforilacije inhibitornog proteina IxkB. Vezivanje
proinflamatornih citokina (TNF-a i IL-1) za odgovarajuéi receptor dovodi do aktivacije IxB
kinaznog kompleksa (IKK) koji se sastoji od dve kataliticke subjedinice, IKK1 (IKKa) i
IKK2 (IKKp) i regulatorne subjedinice NEMO (IKKg). Ovaj kompleks vrsi fosforilaciju
proteina IxB. SMK stimulisu (-oksidaciju u jetri tokom koje dolazi do oslobadanja
peroksida koji takode moze da aktivira IKKp (Boden i sar., 2005). Fosforilacija IxB dovodi
do njegove ubikvitinacije i degradacije u proteazomima $to rezultuje oslobadanjem NF-xB
i njegovom translokacijom u jedro (Wolf i sar., 2002). NF-xB se u jedru vezuje za xB
regulatorne DNK sekvence i preko svog transaktivacionog domena reguliSe transkripciju
gena uklju¢enih u brojne bioloske procese kao Sto su inflamacija, imunski odgovor,
proliferacija i apoptoza (Perkins, 2007). Posto NF-xB stimuliSe transkripciju gena za
proinflamatorne citokine kao $to su TNF-a, IL-1p i IL-6, povecanje nivoa ovih citokina
moZe biti i uzrok i posledica aktiviranog NF-xB signalnog puta. Pored aktivacije ekspresije
velikog broja hemokina i inflamatornih citokina, koji inhibiraju signalni put insulina
aktivacijom intracelijskih kinaza (Zhang i sar., 2008), NF-xB takode moZze regulisati
ekspresiju gena koji direktno uti¢u na signalizaciju insulina. U masnom tkivu i jetri je
pokazano da NF-xB povecava ekspresiju protein tirozin fosfataze 1B (PTP1B), glavnog
negativnog regulatora insulina (Zabolotny i sar., 2008).

1.7. Veza izmedu RAS-a, oksidativnog stresa i inflamacije u metabolickom sindromu

IstraZivanja su pokazala da aktivacija RAS-a ima bitnu ulogu u razvoju MetS-a
(Bundalo i sar., 2016). Ang II je uklju¢en u patologiju MetS-a prvenstveno preko ATIR,
uzrokujudi vazokonstrikciju, oksidativni stres, endotelnu disfunkciju, IR i inflamaciju.

Kao sto je ve¢ receno, ATIR - posredovana aktivacija Nox-a rezultuje produkcijom
RVK-a uzrokujuéi oksidativni stres koji promoviSe inflamaciju, aktivacijom NF-xB i
transkripcijom gena za proinflamatorne citokine (Wang i sar., 2012, Nowotny i sar., 2015).
To utice na signalni put insulina izazivaju¢i IR (Zhang i sar., 2008). Na ovaj nacin su
povezani RAS, oksidativni stres i inflamacija, kao klju¢ni faktori u insulinskom signalnom
putu koji lezi u osnovi metaboli¢kih poremecaja (Nelson i Bremer, 2010). Kod animalnog
modela sa hroni¢no povec¢anim nivoom Ang II, oksidativni stres koji nastaje usled ATIR -
posredovane aktivacije Nox-a, povec¢ava remodelovanje srca i doprinosi razvoju IR u srcu
(Whaley-Connell i sar., 2007). IR, uocena kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom,
povezana je sa povecanom ekspresijom ATIR u aorti, kao i sa pove¢anom aktivnosé¢u Nox-
a (Shinozaki i sar., 2004). U animalnom modelu MetS-a, uzrokovanom ishranom bogatom
fruktozom, pokazano je da blokada ATIR inhibira proinflamatorne mehanizme u krvnim
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sudovima, uklju¢ujuéi smanjenu ekspresiju NF-xB i proinflamatornih citokina, i dovodi do
normalizacije oksidativnog statusa u endotelu smanjujuci produkciju superoksid anjona i
aktivnost Nox-a, ukazuju¢i na ulogu RAS-a i oksidativhog stresa u inflamatornim
procesima u MetS-u (Renna i sar., 2012).

1.8. Polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA)

PUFA sadrze dve ili vise dvostrukih veza, a klasifikuju se kao n-3 i n-6 PUFA, u
zavisnosti od pozicije prve dvostruke veze u odnosu na terminalnu metil grupu. PUFA se
sintetiSu u vedini biljaka, dok sisari nemaju sposobnost njihove sinteze, pa ih moraju
biljnom ishranom unositi u organizam, zbog cega se oznacavaju kao esencijalne masne
kiseline. To su linolna kiselina (LA, 18:2n-6), koja se uglavnom nalazi u ulju suncokreta i
soje i predstavlja prekursor za sintezu dugolancanih n-6 PUFA (AA, 20:4n-6) i alfa-
linoleinska kiselina (ALA, 18:3n-3) koja je zastupljena u lanenom ulju i prekursor je
dugolanc¢anih n-3 PUFA, eikozapentaenoi¢ne kiseline (EPA, 20:5 n-3) i dokozaheksanoi¢ne
kiseline (DHA, 22:6n-3). Glavni izvori AA su meso i jaja, dok ribe, riblja ulja i orasasti
plodovi obiluju sa EPA i DHA.

Eikozanoidi, vaZzni medijatori i regulatori inflamacije, sintetisu se iz dugolancanih
PUFA koje imaju 20 ugljenikovih atoma. Posto membrane inflamatornih celija imaju vedi
udeo AA u odnosu na druge 20-C PUFA, AA je dominantni supstrat za sintezu
eikozanoida. Poveéan unos EPA i DHA iz suplemenata, kao $to su orasi, rezultuje u
povecanom sadrzaju ovih PUFA u fosfolipidima celija ukljuc¢enih u inflamaciju (Browning
i sar., 2012). Posto EPA, DHA i AA kompetiraju za iste enzime koji ucestvuju u biosintezi
eikozanoida, povecanjem sadrzaja EPA i DHA u membranskim fosfolipidima, ove PUFA
postaju dominantan supstrat za sintezu eikozanoida. Eikozanoidi sintetisani iz EPA su
manje bioloski potentni nego oni sintetisani iz AA (Calder, 2015) jer eikozanoidni receptori
imaju manyji afinitet za ove medijatore (Wada i sar., 2007). Osim toga, pokazano je da EPA
inhibira metabolizam AA i da smanjuje ekspresiju gena za COX-2, enzima koji katalizuje
produkciju eikozanoida iz AA (Calder, 2015). Nekoliko studija na Zivotinjama je pokazalo
da je produkcija eikozanoida iz AA, kao $to je prostaglandin E2 (PGE2), smanjena nakon
ishrane obogacene sa EPA ili DHA (Yaqoob i Calder, 1995, Peterson i sar., 1998). Osim $to
modifikuju profil eikozanoida uklju¢enih u inflamatorne procese, EPA i DHA smanjuju
produkciju mnogih inflamatornih proteina ukljucujudi citokine i adhezivne molekule
(Calder, 2015, Yamada i sar., 2008), dok, sa druge strane, povecavaju koncentraciju
antiinflamatornog citokina IL-10 (Calder, 2015). Ishrana obogadena sa EPA smanjuje
koncentraciju solubilnih molekula ICAM-1 i VCAM-1 u krvi pacijenata sa MetS-om
(Yamada i sar., 2008).

Istrazivanja su pokazala da n-3 PUFA deluju na signalne puteve koji kontrolisu
gensku ekspresiju u inflamatornim celijama. Naime, pokazano je da PUFA inhibiraju
diferencijaciju i aktivaciju dendritskih celija posredovanu LPS-om, S$to rezultuje
izmenjenom ekspresijom povrsinskih molekula i smanjenom sekrecijom citokina (Zeyda i
sar., 2005). Na taj nacin, PUFA smanjuju potencijal dendritskih celija da stimulisu
aktivaciju T ¢elija. U T ¢elijama PUFA blokiraju aktivaciju JNK i NFAT, transkripcionog
faktora odgovornog za produkciju IL-2, ¢ime uti¢u na smanjenje proliferacije T celija
(Zeyda i sar., 2003). Xue i sar. su pokazali da antiinflamatorni efekti n-3 PUFA u
makrofagima mogu biti posredovani aktivacijom AMPK/SIRT1 puta, Sto rezultuje
deacetilacijom p65 subjedinice NF-xB i posledicnom inhibicijom ekspresije gena za
proinflamatorne medijatore (Xue i sar., 2012).
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EPA i DHA su prekursori antiinflamatornih lipidnih medijatora (resolvina i
protektina) koji ublazavaju i/ili vr$e rezoluciju inflamacije (Bannenberg i sar., 2005), tako
Sto stimuliSu fagocitozu apoptotskih neutrofila od strane makrofaga, a takode mogu da
smanje produkciju proinflamatornih citokina od strane drugih imunskih celija (Serhan i
Chiang, 2013). Nekoliko animalnih (Hong i sar., 2003) i humanih studija (Mas i sar., 2012,
Polus i sar., 2016) je pokazalo povecane nivoe pro-resolvinskih medijatora nakon ishrane
obogacene sa EPA i DHA.

Efekti PUFA zavise od odnosa n-3 i n-6 PUFA, koji je u savremenim prehrambenim
navikama znatno visi (1:10 do 1:25) od balansiranog odnosa (1:1) na kome je nasa vrsta
evoluirala (Wathes i sar., 2007), kao i od zdravstveno preporucenog odnosa (1:4) (Petrovic
i Arsic, 2016). S obzirom da n-3 PUFA imaju antiinflamatorna svojstva, dok n-6 PUFA
ostvaruju proinflamatorne efekte (Calder, 2006), poremecen odnos n-6/n-3 PUFA u korist
n-6 PUFA ukazuje na proinflamatorno stanje koje doprinosi poveéanoj prevalenci MetS-a i
ateroskleroze (Simopoulos, 2008, Simopoulos, 2013, Kromhout i sar., 2014). Pokazano je da
je poveéan odnos AA/EPA direktno asociran sa povecanim rizikom za nastanak KVB
(Ninomiya i sar., 2013, Takahashi i sar., 2017), zbog cega je predlozen kao biohemijski
marker kardiovaskularnih dogadaja (Tutino i sar., 2019).

Osim antiinflamatornih efekata, pokazano je da EPA i DHA smanjuju nivo RVK-a u
endotelnim celijama, a time i RVK-posredovana ostecenja DNK (Sakai i sar., 2017).

1.8.1. Orasi kao suplement u ishrani bogat n-3 PUFA - nutritivni tretman u terapiji
metabolickog sindroma?

Pokazano je da je redovna konzumacija orasastih plodova asocirana sa smanjenim
rizikom za nastanak KVB (Aune i sar., 2016, Relja i sar., 2017, Guasch-Ferré i sar., 2017,
Larsson i sar., 2018) i T2D (Pan i sar., 2013), kao i sa poboljSanjem metabolickog statusa
(Salas-Salvado i sar., 2008).

U poredenju sa drugim oraSastim plodovima koji sadrze uglavnom
mononezasi¢ene masne kiseline, orasi sadrZe najvec¢u koli¢inu n-3 PUFA (Leung i sar.,
2021) koje imaju antioksidativni i antiinflamatorni/imunomodulatorni efekat na srce
(Gutiérrez i sar., 2019, Oppedisano i sar., 2020). Naime, orasi sadrze 65.2% masti koje se
predominantno sastoje od PUFA (47.18%), uglavnom n-6, LA (38.1%) i n-3, ALA (9.08%)
(Ros i Mataix, 2006). Osim toga, orasi su bogat izvor vlakana, vitamina, minerala, arginina,
fitosterola i fenola.

Nezasicene masne kiseline i vlakna (Salas-Salvadé i sar., 2006) doprinose
poboljsanju lipidnog profila smanjujué¢i ukupni i LDL (engl. Low Density Lipoproteins)
holesterol, kao i koncentraciju triacilglicerola, bez uticaja na koncentraciju HDL-
holesterola (Choi i sar., 2016, Kim i sar., 2018). Katjoni, kao $to su magnezijum i kalcijum,
doprinose smanjenju krvnog pritiska (Elin, 1993), kao i arginin, koji je fizioloski prekursor
NO (Fraser, 1999). Polifenoli (Vinson i sar., 2012), tokoferol (Fraser, 1999) i fitosteroli
(Segura i sar., 2006) mogu da povecaju antioksidativnu aktivnost i smanje oksidativni
stres. Zapravo, orasi su jedan od najbogatijih nutritivnih izvora antioksidanasa (Halvorsen
i sar., 2006). Takode, oni bi mogli imati vece antiinflamatorno dejstvo nego drugi orasasti
plodovi, zbog znacajne kolicine ALA, koja predstavlja jednu od masnih kiselina sa
najve¢om antiinflamatornom aktivnoséu (Zhao i sar., 2004) i posebno bogatog sadrZzaja
fenolnog jedinjenja, elagi¢ne kiseline, koja je pokazala snazno antiinflamatorno dejstvo u
eksperimentalnim studijama (Papoutsi i sar.,, 2008). Fitosteroli iz oraha doprinose
njihovom efektu smanjenja koncentracije holesterola (Segura i sar., 2006). Visok nivo
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arginina u oraSastim plodovima stimuliSe oslobadanje insulina i unos glukoze u celije
(Ishiyama i sar., 2006). Konzumiranje oraha korisno uti¢e i na funkciju endotela usled
povecane produkcije NO iz njegovog prekursora arginina, inhibicije ET-1 (Coates i Howe,
2007), kao i smanjenja cirkulisu¢ih adhezivnih molekula (Zhao i sar., 2004, Bhardwaj i sar.,
2012) i inflamatornih markera (Casas-Agustench i sar., 2011).

Uprkos visokom sadrzaju masti i energetskoj vrednosti, istraZzivanja pokazuju da
redovna konzumacija orasastih plodova ne samo da sprecava povecanje telesne teZine, ve¢
moZze da promovise i njeno smanjenje (Freisling i sar., 2018). Mehanizmi koji objasnjavaju
efekat orasastih plodova na kontrolu tezine uklju¢uju supresiju apetita (efekat sitosti),
smanjeno oslobadanje lipida i nepotpunu apsorpciju masti, kao i povecanje bazalnog
metabolizma. Orasi postizu efekat sitosti usled visokog sadrzaja vlakana, proteina i
energije, kao i usled njihove fizicke strukture koja zahteva povecanu mastikaciju koja
aktivira signalne sisteme uklju¢ene u regulaciju apetita (Brennan i sar., 2010). Nepotpuna
apsorpcija masti, dokumentovana kao povecano izluc¢ivanje masti putem fekalija, moze
biti posledica rezistencije njihovih parenhimskih Cdelijskih zidova na mikrobijalnu i
enzimsku degradaciju. Na taj nacin, ¢elije koje nisu degradovane tokom mastikacije mogu
proc¢i kroz gastrointestinalni trakt bez oslobadanja svog lipidnog sadrzaja (Ellis i sar.,
2004). Povecanje stope bazalnog metabolizma se objasnjava visokim sadrzajem
nezasi¢enih masnih kiselina koje mogu da stimuliSu metabolizam masti, s obzirom da se
nezasi¢ene masti oksiduju lakse nego zasi¢ene (Langhans i sar., 2011), kao i visokim
sadrzajem proteina koji imaju znacajan termogeni efekat (Eisenstein i sar., 2002).

Iako je pokazano da orasi imaju pozitivne efekte na metabolicko zdravlje, specifi¢ni
mehanizmi koji leZe u osnovi ovih efekata nisu u potpunosti poznati.

17



2. HIPOTEZA I CILJEVI

Na osnovu prethodnih studija koje povezuju imunski odgovor/inflamaciju i
metabolizam, kao i rezultata koji se odnose na stetne efekte fruktoze na ciljne molekule u
srcu i pozitivne efekte oraha na kardiometabolicki status, postavljena je hipoteza da
suplementacija ishrane orasima predstavlja nutritivni tretman koji ima potencijalno
korisne efekte na promene izazvane povec¢anim unosom fruktoze na:

1. mitohondrijsku osu metaboli¢kog stresa - AMPK-SIRT1-FoxO3a-MnSOD /katalaza
u srcu pacova, kao i na negativne regulatore ove ose - Nox4 i ChREBP

2. masnokiselinski odnos (n-6/n-3 masnih kiselina) u cirkulaciji i u srcu u korist n-3
PUFA

3. aktivaciju puta koji reguliSe inflamaciju promenama u ekspresiji NF-xB i
komponenata RAS-a (ACE, ACE2, AT1IR i AT2R)

Istrazivanje je sprovedeno na muzjacima pacova soja Wistar koji su bili podeljeni u
Cetiri eksperimentalne grupe prema rezimu ishrane: (I) standardna ishrana, (II) standardna
ishrana obogacena 10% rastvorom fruktoze (15 nedelja), (III) standardna ishrana uz
suplementaciju orasima poslednjih Sest nedelja trajanja eksperimenta i (IV) ishrana bogata
fruktozom uz svakodnevnu konzumaciju oraha (2,4 g/dan) poslednjih Sest nedelja trajanja
eksperimenta. Dobijeni rezultati ¢e omogucditi da se bolje sagleda veza izmedu
oksidativnog stresa i inflamacije u srcu pacova, izazvanih prekomernim unosom fruktoze,
kao i potencijalni antioksidativni, antiinflamatorni/imunomodulatorni  efekti
suplementacije orasima, koji u metabolickim poremecajima jo$ uvek nisu dovoljno
ispitani. Ova istraZivanja, osim bazi¢nog aspekta, imaju translacioni potencijal u razvoju
novih pristupa u terapiji pomenutih patologija. U cilju testiranja postavljene hipoteze,
postavljeni su sledeéi zadaci:

1. Utvrditi sistolni (engl. Systolic Blood Pressure, SBP) i dijastolni krvni pritisak (engl.
Diastolic Blood Pressure, DBP), kao i sr¢anu frekvenciju (engl. Heart Rate Frequency,
HRF) muzjaka pacova u sve Cetiri eksperimentalne grupe zivotinja.

2. Identifikovati i kvantifikovati AA, EPA i DHA u cirkulaciji (ukupnom pulu lipida u
plazmi pacova) i u srcu. Odrediti odnos n-6/n-3 PUFA (AA/EPA, AA/DHA) u sve
Cetiri eksperimentalne grupe Zivotinja.

3. Utvrditi nivo AMPK, ChREBP i FoxO3a u citosolu i jedru, kao i nivo SIRTI,
MnSOD, katalaze i Nox4 u ukupnom lizatu tkiva srca muZzjaka pacova, u sve cetiri
eksperimentalne grupe Zivotinja.

4. Utvrditi nivo komponenata RAS-a (ACE, ACE2, ATIR i AT2R) i transkripcionog
taktora NF-xB u ukupnom lizatu izolovanih proteina iz tkiva srca muzjaka pacova,
u sve Cetiri eksperimentalne grupe Zivotinja.

5. Utvrditi nivo ekspresije gena koji kodiraju ATIR i AT2R u tkivu srca muZzjaka
pacova u sve Cetiri eksperimentalne grupe Zivotinja.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Poreklo i hemijski sastav oraha

Orasi (Juglans regia L.) koris¢eni u ovoj studiji su poreklom sa podneblja Srbije i
kupljeni su u reprezentativnom lokalnom marketu. U nedavno objavljenoj studiji
(Petrovic-Oggiano i sar., 2020) opisan je precizan hemijski sastav ove sorte oraha, koji je u
skladu sa rezultatima objavljenim u bazi podataka Evropskog izvora za informacije o
hrani (EuroFIR FoodExplorer, 2013). U pogledu sastava makronutrijenata, ugljeni hidrati
¢ine 8.10%, proteini 16.21%, masti 68.38%, voda 3.60%, vlakna 1.86%. Osim toga, orasi su
bogat izvor minerala od kojih su najzastupljeniji magnezijum (147.2 mg/100g), kalijum
(438.2 mg/100g) i kalcijum (113.5 mg/100g). U pogledu sadrzaja masnih kiselina,
identifikovanih gasnom hromatografijom, medu n-3 PUFA u orasima dominira ALA
(11.15% ukupnih masnih kiselina), dok je najprisutnija n-6 masna kiselina LA (63.15%
ukupnih masnih kiselina).

3.2. Zivotinjski model i tretman Zivotinja u studiji

Muzjaci pacova soja Wistar, stari 21 dan, nasumic¢no su podeljeni u dve grupe
prema rezimu ishrane - kontrolna grupa (K, n=18), koja je dobijala obi¢nu, ¢esmensku
vodu i standardnu hranu za pacove, i grupa podvrgnuta ishrani bogatoj fruktozom (F,
n=18), koja je dobijala istu hranu i 10% (w/v) rastvor fruktoze umesto obi¢ne vode (Slika
M1). Komercijalna hrana i voda (ili fruktozni rastvor) su bili dostupni pacovima ad libitum.
Fruktoza je nabavljena od firme API-PEK iz Beceja, Srbija.

Pacovi su gajeni u kavezima (3 pacova po kavezu), u standardnim laboratorijskim
uslovima (temperatura 22°C, vlaznost vazduha 55%, svetlosni rezim 12 h svetlo/12 h
mrak, pocevsi od 7:00 ¢asova). Ovakav rezim ishrane trajao je devet nedelja. Nakon tog
perioda, polovina pacova iz obe grupe svakoga dana dobijala je, uz standardnu hranu, 2.4
g oraha (KO, n=9; FO, n=9), narednih Sest nedelja. Ova koli¢ina okvirno odgovara polovini
jezgra oraha. Kako bi se osiguralo precizno doziranje, orasi su davani pacovima u komadu
i striktno se pratilo da svaka Zivotinja pojede svoj deo oraha u trenutku distribucije. Nakon
Sest nedelja na ovakvom rezimu ishrane, svi pacovi su Zrtvovani dekapitacijom, srca su im
izolovana, isprana fizioloskim rastvorom i skladiStena na -80°C do momenta analize, dok
su uzorci krvi za merenja biohemijskih parametara, nakon gladovanja tokom prethodne
nodi, sakupljeni u staklene epruvete koje sadrze antikoagulans EDTA. Krvna plazma je
izdvojena centrifugiranjem (1600 x g, 10 min), alikvotirana i skladistena na —20°C do
momenta analize. Ukupno 36 pacova je ucestvovalo u studiji (po 9 pacova u svakoj od
Cetiri eksperimentalne grupe), u skladu sa statistickim i etickim standardima. Studija je
odobrena od strane Eti¢ke komisije za rad sa oglednim zivotinjama Instituta za nuklearne
nauke "Vinca". Eksperimentalni protokoli su izvedeni u skladu sa smernicama Direktive
Evropskog parlamenta (2010/63/EU).
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3.3. Energetski unos, telesna masa, relativna masa srca, krvni pritisak i srcana
frekvencija eksperimentalnih Zivotinja

Unos hrane i te¢nosti kod pacova beleZen je svakodnevno, dok je telesna masa
merena sedmi¢no u toku trajanja studije. Energetski unos poreklom iz standardne hrane,
rastvora fruktoze i oraha izrazen je kao dnevni unos kJ po pacovu za sve tri vrste hrane
pojedinacno.

Masa srca je odredena nakon izolacije srca iz organizma (apsolutna) i izraZena je u
odnosu na ukupnu telesnu masu (relativna).

SBP i DBP, kao i HRF, izmereni su po zavrSetku eksperimenta, kod svesnih pacova,
neinvazivnim, kompjuterizovanim “tail-cuff” sistemom (Rat Tail Cuff Method Blood
Pressure Systems (MRBP-R), IITC Life Science Inc. USA) (Feng i sar., 2008). Ovaj sistem
koristi VPR (engl. Volume Pressure Recording) senzor za detekciju krvnog pritiska na
osnovu promena u zapremini repa. Pacovi su aklimatizovani tokom jednog sata pre
pocetka merenja, u mirnom okruZenju, kako bi se izbegle varijacije krvnog pritiska.
Zivotinja se stavlja u komoru u kojoj je spre¢eno prekomerno pomeranje zahvaljujudi
drZacima na krajevima komore. Okluzijska manZetna se postavlja na bazu repa, a blizu nje
se postavlja i VPR manZzetna sa senzorom. Komora se prethodno zagreva do 34°C. Pacovi
su zagrevani 5 min pre i tokom merenja krvnog pritiska. VPR manzetna potiskuje krv iz
repa, a zatim se okluzijska manZzetna naduvava da spreci povratak krvi u rep, sve do
momenta kada se zaustavlja pulsacija. Tada okluzijska manZzetna pocinje da se izduvava i
krv pocinje da te¢e nazad u rep, povecavajuéi zapreminu repa. Pritisak okluzijske
manZetne pri pocetnom povecdanju zapremine repa koju detektuje VPR senzor je SBP.
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Zapremina repa se i dalje povec¢ava kako se okluzijska manzetna izduvava sve dok se ne
izjednaci protok krvi u rep i iz njega. Pritisak okluzijske manzetne u ovom trenutku je
DBP. HRF se odreduje automatski, brojanjem pulsa u jedinici vremena. Srednji arterijski
pritisak (engl. Mean Arterial Pressure, MAP) je prose¢ni pritisak u arterijama u toku jednog
kardijacnog ciklusa, koji se sastoji od dijastolne faze (dve treéine ciklusa) i sistolne faze
(jedna trecina ciklusa). MAP je izrac¢unat na osnovu formule:

MAP=DBP+1/3(SBP-DBP)
Pulsni pritisak (engl. Pulse Pressure, PP) je izrac¢unat kao razlika izmedu SBP i DBP:
PP=SBP-DBP

3.4. Analiza masnih kiselina u ukupnom sadrzaju lipida u plazmi i srcu pacova

Ukupni lipidi plazme su izdvojeni ranije opisanom metodom (Folch i sar., 1957)
pomocu smese hloroforma i metanola (2:1) sa 0.05% (w/v) butiliranim hidroksitoluenom
(BHT).

Ukupni lipidi srca izolovani su modifikovanom metodom po Hartu (Harth i sar.,
1978). Srca su pomocu tucka izgnjecena u tri vrste rastvaraca - 5 ml hloroform
(chl):metanol (met) (2:1, v/v) sa 0.05% (w/v) BHT, zatim 5 ml chl:met:5 % vode (1:1, v/v) i
na kraju 5 ml chl:met (1:1, v/v). Izgnjecena srca su zatim ostavljena 24h u zamrzivacu,
nakon cega su ekstrakti filtrirani i isprani sa po 3 ml svakog od gore navedenih sistema
rastvaraca. Ekstrakti su upareni pomocu vakuumskog isparivaca. Suvi ostatak je
resuspendovan u 300 pl chl:met (2:1, v/v).

Masne kiseline su esterifikovane u metil-estre koji su pripremljeni transmetilacijom
sa 3N HCI u metanolu na 85°C tokom 1 sata, a zatim rekonstituisani u heksanu (oko 75 pl,
u zavisnosti od koli¢ine suvog ostatka) i razdvojeni gasnom hromatografijom (1 pl
rekonstituisanih uzoraka metil-estara je naneto na kolonu) pomocéu Shimadzu
hromatografa (GC-2014, Kyoto, Japan) sa plameno-jonizuju¢im detektorom i kapilarnom
kolonom od mes$ane silike, RTX 2330 (60 m % 0.25 mm id x 0.2) (Restek Co., Bellefonte, PA,
USA). Metil-estri pojedina¢nih masnih kiselina su identifikovani poredenjem pikova
retencionih vremena iz uzoraka sa pikovima retencionih vremena iz standarda PUFA-2
smese i “Supelco 37 component fatty acid methyl ester mix” (Supelco, Inc., Bellefonte, PA,
USA). Za potrebe ove studije, u ukupnom pulu lipida plazme i srca, identifikovane su AA,
EPA i DHA. Koli¢ina pojedina¢nih masnih kiselina u plazmi i srcu predstavljena je kao
procenat svih identifikovanih masnih kiselina u ukupnom pulu lipida u plazmi, odnosno
srcu.

3.5. Priprema ¢elijskog lizata srca

Tkiva srca poreklom od tri zivotinje iz iste grupe iseckana su i pulovana u cilju
pripreme celijskog lizata, citosolne i jedarne frakcije. Jedna trec¢ina svakog uzorka je
koris¢ena za dobijanje Celijskog lizata srca. Ovi uzorci su homogenizovani na ledu pomocu
Ultra-turrax homogenizera u modifikovanom RIPA puferu (pH 7.4) koji sadrzi 50 mM
Tris-HCl, pH 7.4, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 0.2% Na-deoksiholat, 0.2% SDS, 1 mM
EDTA, pH 7.4, proteazne inhibitore (1 mM PMSF, 10 pg/mL leupeptin i 10 pg/mL
aprotinin) i fosfatazne inhibitore (1 mM aktivni Na-ortovanadate i 10 mM Na-fluorid).
Homogenati su centrifugirani 30 min na 15 000 x g, na 4 °C, a dobijeni supernatanti su
izdvojeni kao ukupni celijski lizati srca. Koncentracija proteina odredena je pomoc¢u BCA
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metode, a uzorci Celijskog lizata su pripremljeni za Western blot analizu. Najpre su
razblazivani do koncentracije 5 mg/ml odgovaraju¢im puferom, a zatim do finalnih 2,5
mg/ml dodavanjem iste zapremine 2 x Laemmli pufera (100 mM Tris-HCI pH 6,8, 200 mM
B-merkaptoetanol, 4% SDS, 0,2% bromfenol plavo i 20% glicerol), kuvani (5 min na 100 °C)
i zamrznuti na -20 °C (Laemmli, 1970).

3.6. Priprema citosolne i jedarne frakcije

Ostatak ukupne teZine pulovanih srca, homogenizovan je na ledu pomocu Ultra-
turrax homogenizera u homogenizacionom TEMG puferu (pH 7.5) koji sadrzi 50 mM Tris-
HCl, 1 mM EDTA, 12 mM monotioglicerol, 10% glicerol (v/v), proteazne i fosfatazne
inhibitore. Celijski lizat je filtriran kroz gazu i centrifugiran (1000 x g, 15 min). Citosolni
proteini su izolovani iz pocetnog supernatanta (Snl), dok su proteini jedra izolovani iz
pocetnog peleta. Sn1 je centrifugiran 30 min na 12 000 x g. Dobijeni supernatant (Sn2) je
centrifugiran 1h na 100 000 x g, nakon ¢ega je sakupljena gornja faza koja sadrzi citosolne
proteine. Pocetni pelet je ispran dva puta u TMG + 0.2% Triton X-100 puferu i jednom u
TMG puferu, pH 7.5 (20 mM Tris-HCI, 12 mM monotioglicerol i 10% glicerol (v/v)) uz
centrifugiranje (1000 x g, 15 min) nakon svakog ispiranja. Isprani pelet je resuspendovan u
TEMG + 05 M KCL puferu i inkubiran na ledu 1h wuz cesto vorteksovanje.
Resuspendovani pelet je zatim centrifugiran (34 200 rpm, 1 h), nakon cega je sakupljen
supernatant koji sadrzi proteine jedra. Nakon merenja koncentracije proteina BCA
metodom, uzorci citosolne i jedarne frakcije srca su pripremljeni za Western blot analizu
na isti nacin kao i uzorci ukupnog celijskog lizata srca.

3.7. Odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija proteina u uzorcima odredena je BCA metodom, koris¢enjem
komercijalnog kita (Smith i sar., 1985). Ova metoda se zasniva na sposobnosti proteina da
redukuju Cu?* do Cul* u alkalnoj sredini (biuretska reakcija). Ova reakcija se detektuje
formiranjem ljubicasto obojenog kompleksa koji nastaje interakcijom bicinhonini¢ne
kiseline (BCA) sa jonima Cu'*. Nastali kompleks BCA i Cul* apsorbuje svetlost na 562 nm,
pri ¢emu apsorbanca linearno raste sa povecavanjem koncentracije proteina. Koncentracija
proteina u uzorcima lizata, citosola i jedra je ocitavana sa standardne krive koja je
konstruisana na osnovu vrednosti apsorbanci rastvora albumina govedeg seruma (BSA,
Sigma-Aldrich) poznatih rastu¢ih koncentracija (0,2, 0,4, 0,8, 1,2, 1,6 i 2 mg/ml).

3.8. Elekroforeza na natrijum dodecil sulfat-poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE)

Proteini iz uzoraka ukupnog celijskog lizata, kao i uzoraka citosolne i jedarne
frakcije su razdvojeni metodom SDS elektroforeze na poliakrilamidnom gelu (SDS-PAGE).
Proteini se pomocu ove tehnike razdvajaju na osnovu razlika u njihovoj relativnoj
molekulskoj masi. Na brzinu migracije proteina kroz matriks gela uti¢u njihova
molekulska masa, struktura i naelektrisanje. U prisustvu anjonskog deterdZenta, natrijum
dodecil sulfata (SDS) koji se vezuje za okosnicu proteina i redukcionog agensa [-
merkaptoetanola, koji se dodaju uzorcima, dolazi do cepanja disulfidnih veza kriti¢nih za
pravilno savijanje proteina, usled cega se proteini denaturisu u linearne lance sa
negativnim naelektrisanjem koje je proporcionalno duzini polipeptidnog lanca. Kuvanje
uzoraka na visokoj temperaturi narusava sekundarnu i tercijarnu strukturu proteina
prekidanjem vodoni¢nih veza. Na ovaj nacin se eliminiSe uticaj strukture i naelektrisanja

22



na brzinu kretanja proteina kroz matriks gela, pa se oni razdvajaju samo na osnovu duzine
polipeptidnog lanca. Pri tome, proteini manje molekulske mase brze migriraju, usled
manjeg otpora matriksa gela. Naime, polimerizovani akrilamid (poliakrilamid) formira
mrezasti matriks pogodan za kretanje proteina u odredjenom opsegu molekulskih masa.
Gel se sastoji od 4% gela za sabijanje (4% akrilamid/0,27% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,125
M Tris-HCl pH 6,8) koji se nanosi preko 10% gela za razdvajanje proteina (10%
akrilamid/0,27% bisakrilamid, 0,1% SDS, 0,375 M Tris-HCl pH 8,8). Dodavanjem
inicijatora polimerizacije, 0,033% tetrametil etilendiamina (TEMED) i 0,05% amonijum
persulfata (APS) zapocinje polimerizacija akrilamida.

Svaki uzorak se pipetira u svoj bunari¢ u gelu (50 pg proteina/bunari¢u), koji je
prethodno uronjen u TANK pufer (0,0025 M Tris pH 8,3, 0,192 M glicin i 0.1% SDS) u mini
sistemu za elektroforezu (Mini Protein Electrophoresis Cell, Bio-Rad). Kako bi se odredile
molekulske mase razdvojenih proteina, na gel se pored uzoraka nanosi proteinski marker
koji predstavlja smesu proteina poznatih molekulskih masa (132 kDa, 90 kDa, 55 kDa, 43
kDa, 34 kDa i 23 kDa, Fermentas, Vilnius, Lithuania). Elektroforeza se odvijala prvih 15
min na 150 V, $to je omogucilo migraciju negativno naelektrisanih molekula kroz gel za
sabijanje u smeru pozitivho naelektrisane anode, a zatim je napon spusten na 100 V, dok
se uzorci nisu u potpunosti razdvojili u gelu za razdvajanje, jos 1,5 h. Gelovi su nakon
elektroforeze koris¢eni za Western blot analizu.

3.9. Western blot analiza

Western blot je tehnika koja omogucava detekciju specifi¢nih proteina u uzorku koji
sadrzi kompleksnu smesu razli¢itih proteina, na osnovu njihove sposobnosti da se vezu za
specifi¢na antitela. Da bi proteini postali dostupni za detekciju antitelima, neophodno je
da se nakon razdvajanja SDS-PAGE elektroforezom, izvrsi njihov transfer sa gela na
nitroceluloznu ili poliviniliden-fluoridnu (PVDF) membranu. Najc¢es¢e koris¢ena metoda
za prenos proteina je elektrobloting koji koristi elektri¢nu struju da povuce negativno
naelektrisane proteine iz gela prema pozitivho naelektrisanoj anodi, na membranu.
Proteini se krecu iz gela na membranu zadrzavajudi organizaciju koju su imali u gelu.
Vezivanje proteina za membranu zasniva se na hidrofobnim i elektrostatickim
interakcijama.

PVDF membrana (Hybond-P membrana, veli¢ine pora 0.45 pm, Amersham) je
prethodno aktivirana metanolom. Transfer se odvijao preko no¢i na 4°C pri konstantnoj
struji od 80 mA u sistemu za mokri transfer (Trans Blott Cell, Bio-Rad). Za transfer je
koriséen pufer koji sadrzi 0,0025 M Tris, pH 8,3, 0,192 M glicin, 0,1% SDS i 20% metanol.

Uniformnost transporta proteina u svakoj traci proverena je bojenjem membrane
pomocu Ponceau S (Sigma-Aldrich, P3504). Osim toga, ovo ukupno proteinsko bojenje
koris¢eno je kao loading kontrola, sto je omogucdilo da se izvrsi naknadna normalizacija
koli¢ine ciljnog proteina sa ukupnom koli¢inom proteina po traci (Romero-Calvo i sar.,
2010).

Kako bi se sprecile interakcije izmedu membrane i antitela koja se koriste za
detekciju ciljnog proteina, buduéi da su i ona po svojoj prirodi proteini, izvrSeno je
blokiranje nespecificnog vezivanja postavljanjem membrane u 5% rastvor mleka u TBST
puferu (25 mM Tris, 150 mM NaCl, 0,1% Tween, pH 8,0) 1,5 h na sobnoj temperaturi, uz
mesanje. Proteini iz razblaZenog rastvora mleka se vezuju za membranu na svim mestima
na kojima se proteini iz uzorka nisu vezali, tako da se antitelo moZe vezati samo za
specifi¢ni ciljni protein.

23



U cilju identifikacije Zeljenih proteina, membrane su inkubirane sa rastvorima
odgovarajucih primarnih antitela (u TBST puferu), preko no¢i, na 4 °C, uz blago mesanje.
Kori$éena su antitela specificna za AMPK (sc-25792), SIRT1 (sc-74465), FoxO3a (sc-11351),
MnSOD (sc-30080), katalazu (ab16731), Nox4 (ab133303), ChREBP (NB400-135), ACE (sc-
20791), ACE2 (sc-20998), ATIR (ab124505), AT2R (ab254561) i NF-xB (sc-372(C-20)).
Nevezana i nespecifi¢no vezana antitela uklonjena su ispiranjem membrane 5 puta po 5
minuta sa TBST puferom, uz blago meSanje. Nakon toga, membrane su inkubirane sa
rastvorima sekundarnih antitela (razblaZenje 1:10000, u TBST puferu), 1.5 h na sobnoj
temperaturi. Za detekciju primarnih antitela specificnih za AMPK, FoxO3a, MnSOD,
katalazu, ChREBP, ACE, ACE2, AT1IR, AT2R i NF-xB kori$¢ena su sekundarna anti-zecja
antitela, dok je za detekciju antitela specificnog za SIRT1 koriséeno anti-misje sekundarno
antitelo. Sekundarno antitelo je konjugovano sa reporterskim enzimom, peroksidazom
rena (engl. Horseradish Peroxidase, HRP) (Santa Cruz Biotechnology), koji omogucava
detekciju ciljnog proteina hemiluminiscencijom. Nakon inkubacije sa sekundarnim
antitelima, membrane su isprane u TBST puferu, a zatim su inkubirane u mraku 3 minuta
sa supstratom za hemiluminiscenciju koji se dobija mesSanjem jednake koli¢ine rastvora
koji sadrzi luminol i rastvora koji sadrzi vodonik peroksid. Rendgenski film (ORTO CP-G-
PLUS, AGFA) je postavljen na membranu u kaseti za razvijanje filmova, i nakon 3 minuta
ekspozicije, filmovi su razvijeni, pri ¢emu je intenzitet signala na filmu proporcionalan
koli¢ini ciljnog proteina u analiziranim uzorcima. Filmovi su skenirani, nakon cega je
uradena kvantitativna analiza traka bazirana na denzitometriji, pomoc¢u Image]J softvera
(NIH, USA).

Nivoi ukupnih formi AMPK, FoxO3a i ChREBP determinisani su u citosolnoj i
jedarnoj frakciji tkiva srca, dok su nivoi SIRT1, MnSOD, katalaze, Nox4, kao i
komponenata RAS-a i NF-xB determinisani u celijskom lizatu tkiva srca. Svi rezultati
Western blot analize su izrazeni kao odnos koli¢ine ciljnog proteina i ukupnog
proteinskog bojenja. Nivoi proteina su prikazani kao promena u odnosu na jedini¢nu
vrednost kontrolne grupe.

3.10. Izolacija ukupne celijske RNK iz tkiva srca i odredivanje njene koncentracije

Izolacija ukupne celijske RNK iz tkiva srca pacova izvrSena je upotrebom trizol
reagensa (TRIzol Reagent, Ambion, Inc.) prema protokolu proizvodaca. Tkivo srca je
ru¢no homogenizovano u 1 ml trizola, nakon ¢ega su uzorci inkubirani 5 minuta na sobnoj
temperaturi. Nakon dodavanja 200 pl hloroforma i inkubacije na sobnoj temperaturi (15
min), uzorci su centrifugirani (12 000 x g, 15 min, +4 °C). Iz tuba je sakupljen supernatant
koji sadrzi RNK, dok su interfaza i donji sloj koji sadrze proteine i DNK, odbaceni.
Dodavanjem 500 pl rashladenog izopropanola, omogucena je precipitacija RNK, dok je
glikogen olaksao vizuelizaciju nastalog peleta. Uzorci su inkubirani preko noci na -20 °C, a
zatim centrifugirani 8 minuta na +4 °C i 12 000 rcf. Supernatant je odbacen, a talog koji
sadrzi RNK je ispran dva puta u 1 ml 75% etanola, uz centrifugiranje (7 500 x g, 5 min, +4
°C) nakon svakog ispiranja. Posto je uklonjen sav etanol, talog je osusen (25 min, 38 °C) i
rastvoren u Nuclease-Free vodi (ThermoFischer Scientific), inkubacijom u termobloku (10
min, 55 °C). Koncentracija i ¢istoéa RNK odredeni su spektrofotometrijski (NanoDrop®
ND-1000 spektrofotometar, Thermo Scientific, Rockford, IL, USA). Cisto¢a uzoraka RNK je
bila zadovoljavajuca, s obzirom da su odnosi apsorbanci na kojima apsorbuje RNK,
odnosno kontaminanti, 260/280 nm i 260/230 nm, bili u dozvoljenom opsegu. Izolati RNK
su ¢uvani na -80°C do momenta analize.
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3.11. Tretman uzoraka RNK dezoksiribonukleazom

Ukupna celijska RNK tretirana je enzimom dezoksiribonukleazom I (DNase I,
(1U/pl), Fermentas) koji je omogucio uklanjanje jednolancanih i dvolanc¢anih molekula
DNK. U ovoj reakciji 1 pg ukupne RNK inkubirano je 30 minuta na 37 °C sa DNase I, za
¢iju su aktivnost neophodni joni Mg2+ koji su obezbedeni u reakcionom puferu (10 X
Reaction Buffer with MgCl2 for DNase I, Fermentas). DNase I je potom inhibirana
hemijskim i termi¢kim putem, dodavanjem 1 pl 25 mM EDTA u smesu i inkubacijom na 65
°C, 10 minuta. Ukupna zapremina reakcije je bila 11 pl.

3.12. Reverzna transkripcija

Reakcija reverzne transkripcije je proces u kome se jednolanc¢ana RNK prepisuje u
jednolanc¢anu komplementarnu DNK (engl. complementary DNA, cDNA), uz pomoc¢ kita za
sintezu cDNK (RevertAid first Strand cDNA synthesis kit, Fermentas, Lithuania), prema
uputstvu proizvodaca. Nakon DNase I digestije, u uzorak RNK dodat je 1 pl prajmera (20
X oligo(dT)18 Primer, ThermoFischer Scientific), sme$a je inkubirana 5 minuta na 65 °C, a
zatim je svakom uzorku, na ledu, dodato 8 pl prethodno pripremljene reakcione smese
koja se sastojala od cetiri dezoksiribonukleozidtrifosfata (10 mM dNTP Mix, Amersham
Biosciences), reverzne transkriptaze (Revert Aid Reverse Transcriptase (200 U/pl),
ThermoFischer Scientific), ribonukleaznog inhibitora (RiboLock RNase Inhibitor (40 U/ pl),
ThermoFischer Scientific) i reakcionog pufera (5 X Reaction Buffer, ThermoFischer
Scientific). Ukupna zapremina reakcije je bila 20 pl. Smesa je inkubirana 60 minuta na 42
°C, a zatim 10 minuta na 70°C. Dobijena cDNK je skladistena na -80 °C do upotrebe.
Neposredno pre analize, cDNK je razblazena Nuclease-Free vodom (ThermoFischer
Scientific) do finalne koncentracije od 0.01 pg/ pl

3.13. Analiza relativnog nivoa iRNK reakcijom landanog umnoZavanja u realnom
vremenu

Reakcija lancanog umnozavanja u realnom vremenu (engl. Realtime Polymerase
Chain Reaction, Real-Time PCR) omogucava merenje relativnog nivoa iRNK na osnovu
amplifikacije cDNK koja se detektuje fluorescencijom, a ¢iji nivo odgovara koli¢ini ciljnog
produkta. Ovom metodom je detektovana i kvantifikovana ekspresija gena za ATIR i
AT2R, wupotrebom komercijalno dostupnih TagMan® eseja, Rn02758772_s1 i
Rn00560677_s1, koji sadrze specifi¢ne prajmere i probu za koju je vezana reporterska boja
koja emituje fluorescenciju nakon secenja DNK polimerazom u svakom ciklusu
amplifikacije. Kao endogena kontrola koris¢ena je 185 rRNK (TagMan® esej
Hs99999901_s1) koja pripada housekeeping genu koji ima konstantan nivo ekspresije u
svim eksperimentalnim uzorcima. Pored eseja, reakciona smesa je sadrzala 1 X TagMan®
Universal PCR Master Mix (ThermoFisher Scientific) i 50 ng cDNK. Sve reakcije izvedene
su u duplikatu, u ukupnoj zapremini od 25 pl. RT PCR reakcija se odvijala u Applied
Biosystems 7500 Real-Time PCR sistemu (ABI, Foster City, CA, USA) u 96-komornim
ploc¢ama (MicroAmp Optical, Applied Biosystems, SAD). Reakcija je ukljucivala inicijalnu
denaturaciju na 95°C, 10 min, radi aktivacije enzima, nakon c¢ega je usledilo 40 ciklusa
denaturacije DNK dimera (95°C, 15s), hibridizacije prajmera i umnoZavanja ciljne
sekvence pomoc¢u Taq DNK polimeraze, uz prisustvo slobodnih dezoksinukleozid-
trifosfata (ANTP) i jona Mg?* (60 °C, 60 s). Tokom procesa amplifikacije razlikuju se dve
faze, eksponencijalna, u kojoj se koli¢cina PCR produkta eksponencijalno povecava u
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svakom ciklusu, a zatim se reakcija usporava, zbog trosenja komponenata reakcione smese
i proces ulazi u plato fazu (28-40 ciklusa). Nivo detektovane fluorescencije odgovara
koli¢ini ciljnog produkta. Za relativhu kvantifikaciju ekspresije gena koris¢ena je 2-2Ct
metoda gde se koli¢ina iRNK ispitivanog gena normalizuje prema koli¢ini iRNK endogene

kontrole zbog mogucih razlika u koli¢ini uzorka u svakoj reakciji (Schmittgen i Livak,
2008).

3.14. Statisti¢ka analiza

Za statisticku analizu dobijenih podataka koriscen je softverski paket Statistica 8.
Rezultati su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija (SD) od tri nezavisna
eksperimenta vrSena sa 9 zivotinja po svakoj eksperimentalnoj grupi (ukupno 36
zivotinja). Rezultati su analizirani pomocu two-way analysis of variance (ANOVA),
procenjujuéi uticaj faktora - ishrane bogate fruktozom i suplementacije oraha, kao i
njihovu interakciju, nakon ¢ega je uraden Tukey’s post-hoc test za procenu razlika izmedu
pojedinacnih grupa. Vrednost p < 0.05 smatrana je statisticki znacajnom.
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4. REZULTATI

4.1. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na energetski unos,
telesnu masu, relativnu masu srca, krvni pritisak i sréanu frekvenciju eksperimentalnih
Zivotinja

Energetski unos (kJ/dan/pacov) iz svakog pojedinacnog izvora (standardna hrana,
rastvor fruktoze, orasi) je izrac¢unat i izrazen kao procenat ukupnog energetskog unosa za
datu grupu zivotinja. Kod kontrolnih Zivotinja, ukupan energetski unos potice od kalorija
unetih isklju¢ivo putem standardne hrane (100%). Ukupan energetski unos pacova iz KO
grupe predstavlja sumu energetskog unosa poreklom iz standardne hrane (90.66 %) i
energetskog unosa poreklom iz oraha (9.34%), dok u F grupi predstavlja sumu
energetskog unosa poreklom iz standardne hrane (63.27%) i energetskog unosa poreklom
iz rastvora fruktoze (36.73%). U FO grupi ukupan energetski unos potice iz sva tri izvora:
standardne hrane (59.13%), rastvora fruktoze (33.43%) i oraha (7.44%). Nije pokazana
znacajna razlika u energetskom unosu poreklom iz rastvora fruktoze izmedu F i FO grupe,
Sto je prethodno objavljeno u studiji na istom animalnom modelu, ali su pokazani znacajni
efekti ishrane bogate fruktozom (p < 0.001) i suplementacije orasima (p < 0.01) na ukupan
energetski unos (Stanisi¢ i sar., 2020).

Na ukupnu telesnu masu eksperimentalnih pacova na kraju studije, uticala su oba
faktora, ishrana bogata fruktozom (p < 0.01) i suplementacija orasima (p < 0.001) (Tabela
R1). Sa druge strane, nije doslo do promene relativnhe mase srca kao posledica ishrane
bogate fruktozom, dok je suplementacija orasima znacajno uticala na masu srca u odnosu
na ukupnu telesnu masu (p < 0.01). Uoceno je znacajno smanjenje relativne mase srca
samo izmedu K i FO grupe (p <0.05) (Tabela R1).

Pokazani su znacajni efekti suplementacije orasima (p < 0.05) i njihove interakcije sa
fruktozom (p < 0.01) na SBP, ali ne i na DBP (Tabela R1). Suplementacija orasima znacajno
je uticala na HRF (p < 0.01) (Tabela R1). Kod kontrolnih pacova suplementacija orasima
nije znacajno uticala na krvni pritisak i sréanu frekvenciju, dok je kod pacova na ishrani
bogatoj fruktozom, suplementacija orasima povezana sa znacajnim smanjenjem SBP (F vs.
FO, p <0.01, K vs. FO, p < 0.05), a postoji i trend ka smanjenju HRF (F vs. FO, p = 0.08).
Medutim, ni ishrana bogata fruktozom, ni suplementacija orasima, kao ni njihova
interakcija nisu pokazali znacajne efekte na MAP, niti na PP.
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Tabela R1. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na ukupnu telesnu
masu, relativnu masu srca, krvni pritisak i sré¢anu frekvenciju eksperimentalnih zivotinja

Two-way ANOVA
K KO F FO (0} F FxO
Ukupna
telesna 463134 513+37% 485+31 554+33*** $$$ <0.001 <0.01 NS
masa (g)
Masa
sreafukupna | 55,000 | 0232002 | 0240.01 0.2240.03* <0.01 NS NS
telesna
masa (x100)
SBP
(mm Hg) 14743 15043 1516 139+5*,$$, ## <0.05 NS <0.01
DBP
(mm Hg) 85+7 91+9 89+14 85+5 NS NS NS
HRF
(otkucaji 360429 323430 390442 337427 <0.01 NS NS
/min)
MAP
(mm Hg) 103+6 107+10 10612 107+9 NS NS NS
PP
(mm Hg) 63+10 58+10 63+11 55416 NS NS NS

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD za 9 Zivotinja u svakoj grupi. K -
zivotinje na standardnoj ishrani, F - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom
fruktoze, KO - zivotinje na standardnoj ishrani sa dodatkom oraha, FO - Zivotinje na
ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze i dodatkom oraha; SBP - sistolni krvni
pritisak; DBP - dijastolni krvni pritisak; HRF - frekvencija sréanih otkucaja; MAP - srednji
arterijski pritisak; PP - pulsni pritisak; NS (engl. Not Significant) - nije statisticki znacajno.

* p<0.05 vs. K, # p<0.05 vs. O, $ p<0.05 vs. F. *p<0.05; ##,$$p<0.01; ***, $$$p<0.001.

4.2. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na odnos AA/EPA i
AA/DHA u ukupnim lipidima plazme i srca pacova

Rezultati su pokazali da suplementacija orasima ima znacajan efekat na smanjenje
odnosa AA/EPA u plazmi pacova (p < 0.001) koji je znacajno povecan kao posledica
ishrane bogate fruktozom (p < 0.05). Suplementacija orasima je znacajno uticala i na
smanjenje odnosa AA/DHA u plazmi (p < 0.05), dok ishrana obogacena 10% rastvorom
fruktoze nije imala uticaj na ovaj odnos (Tabela R2).
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Tabela R2. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na ukupni odnos
AA/EPA i AA/DHA u plazmi eksperimentalnih pacova.

Two-way ANOVA
K KO F FO F (0] FxO
AA/EPA 11658 87.09+20.31 | 204.50+46.87 | 58.92+17.09 0.032 0.000 0.000
AA/DHA | 15.17%#7.35 | 8.28+2.61 12.36£3.80 | 11.17+2.35 0.977 0.013 0.071

Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD za 9 zivotinja u svakoj grupi.
Vrednost p < 0.05 je smatrana statisticki znac¢ajnom. K - Zivotinje na standardnoj ishrani, F
- zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj
ishrani sa dodatkom oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze i
dodatkom oraha; AA - arahidonska kiselina (20:4 n-6), EPA - eikozapentaenoi¢na kiselina
(20:5 n-3), DHA - dokozaheksanoi¢na kiselina (22:6 n-3).

Kada je u pitanju odnos pojedina¢nih n-6 i n-3 PUFA u lipidnom sadrzaju u srcu
pacova, suplementacija orasima je pokazala znacajan efekat na odnos AA/EPA (p < 0.01).
Naime, konzumacija oraha od strane pacova koji su pili fruktozu znacajno je smanjila ovaj
odnos, kako u odnosu na kontrolnu grupu (K vs. FO, p < 0.05), tako i u odnosu na grupu
koja je bila na ishrani bogatoj fruktozom bez dodatka oraha (F vs. FO, p < 0.05) (Grafik R1
a). Sa druge strane, ni ishrana bogata fruktozom ni suplementacija orasima nisu pokazali
znacajan efekat na odnos AA/DHA (Grafik R1 b).
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Grafik R1. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na odnos a)
AA/EPA ib) AA/DHA u ukupnim lipidima srca pacova. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + SD za 3 Zivotinje u svakoj grupi. K - Zivotinje na standardnoj ishrani, F
- zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj
ishrani sa dodatkom oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze i
dodatkom oraha, * p <0.05

4.3. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na nivo AMPK-SIRT1-
FokO3a-MnSOD/katalaze, ChREBP i Nox4 u srcu muZzjaka pacova

Na nivo AMPK u citosolu/jedru u srcu pacova nije uticala ni ishrana bogata
fruktozom, ni suplementacija orasima, kao ni njihova interakcija (Slika R1 a i R1 b).
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a) AMPK I - 62 kDa b) AMPK B i 8 - 62 kDa
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Slika R1. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na a) citosolni i b)
jedarni nivo AMPK u srcu eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + SD za 9 Zivotinja u svakoj grupi. K - Zivotinje na standardnoj ishrani, F -
zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj
ishrani sa dodatkom oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze i
dodatkom oraha

Rezultati su pokazali znacajne efekte ishrane bogate fruktozom (p < 0.05) i njene
interakcije sa orasima (p < 0.001) na nivo SIRT1 (Slika R2). Fruktozna ishrana je znacajno
smanjila nivo SIRT1 u srcu u poredenju sa kontrolnim Zivotinjama (K vs. F, p <0.001), dok
je suplementacija orasima povecala nivo SIRT1 kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom u
poredenju sa pacovima na fruktoznoj ishrani bez dodatka oraha (F vs. FO, p < 0.01).

SIRT1 [N - 110 kDa

Ponceau S

K KO F FO

150 -

SIRT1 protein
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Slika R2. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na nivo SIRT1 u srcu
eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD za 9
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zivotinja u svakoj grupi. K - zivotinje na standardnoj ishrani, F - Zivotinje na ishrani
obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj ishrani sa dodatkom
oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze i dodatkom oraha, **
p <0.01, *** p < 0.001.

Na nivo FoxO3a u citosolu znacajno je uticala interakcija dva nutritivna faktora (p <
0.05), dok su na nivo FoxO3a u jedru znacajne efekte pokazali ishrana bogata fruktozom (p
<0.05) i suplementacija orasima (p < 0.001) (Slika R3 a i R3 b). Fruktozna ishrana je
znacajno povecala nivo FoxO3a u citosolu (K wvs. F, p < 0.05), dok je suplementacija
orasima povecala nivo FoxO3a u jedru ¢elija srca kako kontrolnih (K vs. KO, p <0.001) tako
i pacova na ishrani bogatoj fruktozom (F vs. FO, p < 0.001, K vs. FO, p < 0.001).
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Slika R3. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na a) citosolni i b)
jedarni nivo FoxO3a u srcu eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + SD za 9 Zivotinja u svakoj grupi. K - Zivotinje na standardnoj ishrani, F
- zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj
ishrani sa dodatkom oraha, FO - zZivotinje na ishrani obogac¢enoj 10% rastvorom fruktoze i
dodatkom oraha, *p < 0.05, ***p < 0.001.

Rezultati su pokazali znacajne efekte ishrane bogate fruktozom i suplementacije
orasima na nivo MnSOD (p < 0.001 i p < 0.01, respektivno) i katalaze (p < 0.001 i p < 0.001,
respektivno) (Slika R4 a i R4 b). Fruktozna ishrana je smanjila nivo MnSOD i katalaze (K
vs. F, p < 0.01, za oba), dok je suplementacija orasima ponistila ove promene (F vs. FO, p <
0.05 i p < 0.01, respektivno). Konzumacija oraha je znac¢ajno povecala nivo katalaze ¢ak i
kod kontrolnih Zivotinja (K vs. KO, p < 0.05).
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a) MaSOD W _25kDa b)  katalaza S - 60 kDa
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Slika R4. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na nivo a) MnSOD i
b) katalaze u srcu eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja
vrednost + SD za 9 Zivotinja u svakoj grupi. K - Zivotinje na standardnoj ishrani, F -
zivotinje na ishrani obogac¢enoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj
ishrani sa dodatkom oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogac¢enoj 10% rastvorom fruktoze i
dodatkom oraha, *p < 0.05, **p < 0.01.

Ishrana bogata fruktozom (p < 0.001), suplementacija orasima (p < 0.01), kao i
njihova interakcija (p < 0.05) pokazali su znacajan efekat na nivo Nox4 u srcu pacova
(Slika R5). Detektovan je znacajan porast nivoa Nox4 nakon ishrane bogate fruktozom (K
vs. F, p < 0.001), ali i nakon suplementacije orasima u poredenju sa kontrolnom grupom
(Kwvs. KO, p <0.01, Kvs. FO, p <0.001).
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Slika R5. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na nivo Nox4 u srcu
eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD za 9
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zivotinja u svakoj grupi. K - zivotinje na standardnoj ishrani, F - Zivotinje na ishrani
obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj ishrani sa dodatkom
oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze i dodatkom oraha, **p
<0.01, **p < 0.001.

Na nivo ChREBP u citosolu znacajno je uticala ishrana bogata fruktozom (p < 0.01),
dok je u jedarnoj frakciji znacajan efekat na nivo ovog proteina pokazala interakcija
fruktoze i oraha (p < 0.001) (Slika R6 a i R6 b). Ishrana bogata fruktozom je povecala nivo
ChREBP u citosolnoj frakciji (K vs. F, p < 0.01) i smanjila njegov nivo u jedru (K vs. F, p <
0.01) u poredenju sa kontrolnom grupom. Suplementacija orasima znacajno je smanjila
nivo jedarnog ChREBP kod kontrolnih pacova (K vs. KO, p < 0.001) i pokazala je trend ka
povecanju nivoa citosolnog ChREBP u kontrolnoj grupi (K vs. KO, p = 0.07). Osim toga,
suplementacija orasima je znacajno povecala nivo ChREBP u citosolu kod pacova na
ishrani bogatoj fruktozom u poredenju sa kontrolnom grupom (K vs. FO, p <0.01).
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Slika Ré6. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na a) citosolni i b)
jedarni nivo ChREBP u srcu eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao
srednja vrednost + SD za 9 zZivotinja u svakoj grupi. K - Zivotinje na standardnoj ishrani, F
- Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj
ishrani sa dodatkom oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze i
dodatkom oraha, **p < 0.01, ***p < 0.001.

4.4. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na ekspresiju molekula
RAS-a u srcu muzjaka pacova

4.4.1. Nivo proteina ACE i ACE2

Detektovan je znacajan efekat fruktoze na nivo ACE (p < 0.001), kao i znacajan
efekat suplementacije orasima na nivo ACE2 (p < 0.001). Ishrana bogata fruktozom je
znacajno povecala nivo ACE u srcu pacova, u poredenju sa kontrolnim zivotinjama (K vs.
F, p <0.001) (Slika R7 a), dok je nivo ACE2 ostao nepromenjen u poredenju sa kontrolnom
grupom (Slika R7 b). Suplementacija orasima kod pacova koji su pili fruktozu je povecala
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nivo oba proteina, ACE i ACE2, u poredenju sa kontrolnom grupom (K vs. FO, p < 0.001,
za oba), kao i nivo ACE2 u poredenju sa pacovima na fruktoznoj ishrani bez dodatka

oraha (F vs. FO, p < 0.01).
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Slika R7. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na nivo a) ACE i b)
ACE2 u srcu eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost +
SD za 9 Zivotinja u svakoj grupi. K - Zivotinje na standardnoj ishrani, F - Zivotinje na
ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj ishrani sa
dodatkom oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacéenoj 10% rastvorom fruktoze i
dodatkom oraha, **p < 0.01, ***p < 0.001.

4.4.2. Nivo iRNK i proteina AT1IR i AT2R

Ni ishrana bogata fruktozom, ni suplementacija orasima, kao ni njihova interakcija,
nisu uticali ni na proteinski, ni na iRNK nivo RAS receptora, ATIR i AT2R, u srcu pacova
(Slika R8 ai R8 b; Slika R9 ai R9 b).
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Slika R8. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na a) AT1IR i b) iRNK
za ATI1R u srcu eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost
+ SD za 9 zivotinja u svakoj grupi. K - zivotinje na standardnoj ishrani, F - Zivotinje na
ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj ishrani sa
dodatkom oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze i
dodatkom oraha.
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Slika R9. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na a) AT2R i b) iRNK
za AT2R u srcu eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost
+ SD za 9 Zivotinja u svakoj grupi. K - Zivotinje na standardnoj ishrani, F - Zivotinje na
ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj ishrani sa
dodatkom oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacéenoj 10% rastvorom fruktoze i
dodatkom oraha.

4.5. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na nivo NF-xB u srcu

pacova

Rezultati su ukazali na znacajan efekat fruktoze na nivo NF-xB (p < 0.001) u srcu
pacova (Slika R10). Ishrana bogata fruktozom znacajno je povecala nivo NF-xB u odnosu
na kontrolnu grupu (K vs. F, p < 0.001), kao i suplementacija orasima nakon fruktozne

ishrane (K vs. FO, p <0.001).
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Slika R10. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na nivo NF-xB u
srcu eksperimentalnih pacova. Rezultati su predstavljeni kao srednja vrednost + SD za 9
zivotinja u svakoj grupi. K - zivotinje na standardnoj ishrani, F - Zivotinje na ishrani
obogacenoj 10% rastvorom fruktoze, KO - Zivotinje na standardnoj ishrani sa dodatkom
oraha, FO - Zivotinje na ishrani obogacenoj 10% rastvorom fruktoze i dodatkom oraha, ***
p< 0.001.
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5. DISKUSIJA

Ucestalost MetS-a je u stalnom porastu, pogadajuci gotovo cetvrtinu odrasle
populacije, i u direktnoj je vezi sa globalnom epidemijom gojaznosti i dijabetesa, ¢ime
postaje glavni zdravstveni problem u svetu (Grundy, 2008). Razvoj MetS-a zavisi od
sloZzene interakcije genetskih determinanti i faktora Zivotne sredine, uklju¢ujuéi ishranu
(Phillips i sar., 2006). Stoga, intervencije u nacinu ishrane predstavljaju vazan deo
strategije za sprecavanje MetS-a i njegovih krajnjih ishoda, T2D i KVB. Usled visokog
sadrzaja n-3 PUFA, vlakana, antioksidanasa i fitosterola (Croitoru i sar., 2019), orasi se
smatraju korisnim suplementom u ishrani, sa potencijalom poboljSanja metabolickog
statusa koji je naruSen uglavnom usled visokog unosa fruktoze, kao nezaobilazne
komponente savremenog nacina ishrane. Epidemioloska zapaZanja i klinicke studije
pokazuju da unos oraha ima blagotvoran uticaj na oksidativni stres i sistemsku inflamaciju
niskog intenziteta (Salas-Salvado i sar., 2008), faktore koji prate MetS, T2D i KVB. Cilj ove
disertacije jeste da se procene antioksidativni i antiinflamatorni efekti suplementacije
orasima na srce u MetS-u izazvanom ishranom sa visokim sadrzajem fruktoze.

5.1. Uticaj ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na telesnu masu,
relativnu masu srca, krvni pritisak i sréanu frekvenciju pacova

Pacovi koji su podvrgnuti ishrani sa dodatkom oraha imali su vecu telesnu masu u
odnosu na pacove koji nisu konzumirali orahe (Boskovi¢ i sar., 2021). Klinicka ispitivanja
koja istrazuju asocijaciju izmedu konzumacije orasastih plodova i telesne mase pokazuju
razli¢ite rezultate (Lutz i sar., 2016, Kim i sar., 2017, Li i sar., 2018). U studijama u kojima
su oraSasti plodovi uvedeni u redovnu ishranu bez kontrole energetskog unosa, kao sto je
to slucaj u ovoj studiji, ili nije bilo promena u telesnoj masi (Njike i sar., 2015, Scott i sar.,
2017, Kim i sar., 2018) ili je doslo do povecanja telesne mase, usled dodatnog energetskog
unosa na dnevnom nivou, ali u daleko manjoj meri nego sto se teoretski moglo ocekivati
(Sabate i sar., 2005, Baer i sar., 2016). Medutim, kada su uvedeni kao deo energetski
kontrolisane ishrane (izokalori¢na ishrana), ustanovljeno je da orasi pomazu u gubitku
telesne mase, iako ovakva ispitivanja naj¢esée ne oslikavaju realne situacije (Rock i sar.,
2017, Neale i sar., 2017).

Sa druge strane, konzumacija oraha je znacajno uticala na smanjenje relativne mase
srca (Boskovi¢ i sar., 2021), Sto ukazuje na njen antihipertrofi¢ni kapacitet. To je u
saglasnosti sa studijom koja je pokazala da je povecani unos celih oraSastih plodova
(kikiriki, pinjoli i bademi) povezan sa smanjenim rizikom za razvoj hipertrofije leve
komore (Park i sar., 2021). Ovaj efekat se moZze pripisati omega-3 masnim kiselinama iz
oraha (Toko i sar., 2020). Ishrana bogata fruktozom nije znacajno uticala na relativnu masu
srca, iako prethodne studije ukazuju da bi produZeni rezim ishrane fruktozom ili povecani
procenat konzumirane fruktoze konac¢no rezultirao hipertrofijom srca (Patel i sar., 2009,
Zhang i sar., 2016).

Jedan od najranije uocenih blagotvornih efekata konzumacije oraha u ovoj studiji
jeste smanjenje sistolnog krvnog pritiska kod pacova na fruktoznoj ishrani, sto je bitan
faktor rizika za nastanak KVB. U literaturi, efekat konzumacije oraha i drugih orasastih
plodova na krvni pritisak nije konzistentan. Rezultat ove studije je u skladu sa studijama
koje su utvrdile smanjenje krvnog pritiska nakon konzumacije oraha (Scott i sar., 2017,
Rock i sar., 2017), to se objasnjava bogatim sadrzajem katjona, kao sto su magnezijum i
kalijum (Elin i Hosseini, 1993) i visokim sadrZajem ALA (Croitoru i sar., 2019), koja
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uzrokuje koronarnu relaksaciju glatkih misi¢nih celija vaskulature (Pomposiello i sar.,
1998). Uoceni efekat konzumacije oraha na krvni pritisak mogao bi biti povezan sa njenim
blagotvornim efektom na vaskularni tonus, preko ATP zavisnog kanala za kalijum, sto je
nedavno pokazano na istom eksperimentalnom modelu (Stanisic i sar., 2020).

5.2. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na odnos AA/EPA i
AA/DHA u ukupnim lipidima plazme i srca pacova

Sistemska inflamacija kod pacova na ishrani bogatoj fruktozom, pre i posle
konzumacije oraha, pracena je kroz analizu odnosa AA/EPA i AA/DHA u ukupnom
sadrzaju lipida u plazmi, dok je inflamacija u srcu pracena kroz analizu odnosa ovih
masnih kiselina u ukupnom pulu lipida u srcu pacova.

Ova studija je pokazala poveéan odnos AA/EPA u plazmi pacova na ishrani
bogatoj fruktozom (Boskovic i sar., 2021). Kao $to je vec re¢eno, povecan odnos ovih PUFA
ima proinflamatorna svojstva i povezan je sa povecanim rizikom za nastanak KVB
(Ninomiya i sar., 2013, Takahashi i sar., 2017). Sa druge strane, u ovoj studiji je pokazano
smanjenje odnosa AA/EPA i AA/DHA u plazmi pacova kao rezultat konzumacije oraha i
interakcije fruktoza x orasi (Boskovi¢ i sar., 2021). IstraZzivanja su pokazala da je smanjenje
odnosa n-6/n-3 PUFA povezano sa smanjenim nivoom cirkulisuc¢ih inflamatornih markera
(Ferrucci i sar., 2006, Kalogeropoulos i sar., 2010). To potvrduje da bi konzumacija oraha
mogla biti korisna u rezimu ishrane, posebno u MetS-u i u prevenciji KVB asociranih sa
MetS-om. Suplementacija orasima je pokazala statisticki znacajno smanjenje odnosa
AA/EPA i u srcu pacova (Boskovi¢ i sar., 2022), sto potvrduje njene antiinflamatorne i
kardioprotektivne efekte. To je u skladu sa studijom koja je pokazala da konzumacija
oraha znacajno povec¢ava nivoe ALA i EPA, a smanjuje nivo AA u tkivu srca u poredenju
sa kontrolnom grupom (Leung i sar., 2021). Iako je uoceno smanjenje odnosa AA/EPA i
kod kontrolnih Zivotinja hranjenih orasima, ono nije bilo statisti¢ki znacajno (Boskovi¢ i
sar., 2022).

Nedavno je pokazano smanjenje tkivno-specifi¢cnog odnosa n-6/n-3 PUFA nakon
konzumacije oraha na istom animalnom modelu MetS-a (Zec i sar., 2020). Osim toga, u
ovom animalnom modelu je pokazano da i fruktoza i orasi stimuliSu preuzimanje i
oksidaciju masnih kiselina u srcu, ali za razliku od fruktoze, suplementacija orasima
primarno povecava nivo i metabolizam n-3 PUFA, i smanjuje odnos POA (palmitoleinska
kiselina)/PA (palmitinska kiselina) u srcu (Romi¢ i sar., 2022), koji predstavlja marker de
novo lipogeneze i direktno je povezan sa Mets-om (Mayneris-Perxachs i sar., 2014). Ovi
nalazi su, takode, u skladu sa studijama koje su pokazale kardioprotektivnhu ulogu n-3
PUFA, koja se, po svemu sudedi, postize njenim antioksidativnim i antiinflamatornim
(imunomodulatornim) efektima na srce (Gutiérrez i sar., 2019, Oppedisano i sar., 2020).
Osim toga, istrazivanja su pokazala asocijaciju inflamacije i masnih kiselina koje
zadovoljavaju nutritivne potrebe imunskih celija nakon metabolickog stresa (Liu i sar.,
2012).

5.3. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na nivo AMPK, SIRT1,
FoxO3a, MnSOD, katalaze, ChREBP i Nox4 u srcu pacova

Rezultati ove studije su pokazali blagotvorne efekte konzumacije oraha na
antioksidativhu osu AMPK-SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza u srcu muZzjaka pacova na
ishrani bogatoj fruktozom. Dva metabolicka senzora, AMPK i SIRT1, medusobno
interaguju inhibirajuéi oksidativni stres i inflamaciju u makrofagima, koji su, po svemu
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sudeci, ukljuceni u patogenezu MetS-a (Ruderman i sar., 2010). Smanjen nivo/aktivnost
jedarnog SIRT1 povecdava aktivnost NF-«B i pojacava ekspresiju gena za proinflamatorne
medijatore tokom hroni¢ne inflamacije (Vachharajani i sar., 2016). Sa druge strane,
primeceno je da aktivacija SIRT1 polifenolom fisetinom (Zheng i sar., 2017) ili pomo¢u n-3
PUFA (Xue i sar., 2012) ostvaruje antiinflamatorne efekte, kroz inhibiciju ekspresije
citokina, hemokina, prostaglandina i MMP-a. Ovo nas je navelo da istrazimo SIRT1 i
AMPK u srcu pacova na fruktoznoj ishrani, kao i potencijal suplementacije orasima da
rebalansira sirtuine kao molekule koji integriSu metabolizam, bioenergetiku i imunski
status tokom inflamacije u MetS-u. U prethodnoj studiji smo pokazali da supstituciona
terapija estrogenom ima blagotvorne efekte na AMPK-SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza
osu u srcu zenki pacova, koja je kompromitovana fruktoznom ishranom (Boskovi¢ i sar.,
2018). Efekti suplementacije orasima na ovu osu i njene regulatore, Nox4 i ChREBP, u srcu
pacova na fruktoznoj ishrani nisu prethodno utvrdeni. Pretpostavljeno je da bi smanjeni
oksidativni stres u srcu, kao rezultat suplementacije orasima, mogao biti posredovan i
supresijom produkcije RVK-a od strane Nox4. Pokazano je da n-3 PUFA mogu spreciti
aktivaciju Nox-a koja je posredovana TLR4 receptorom (Park i sar., 2006) i inhibirati
produkciju RVK-a i RVK-zavisnu aktivaciju transkripcionog faktora NF-xB u endotelnim
¢elijama (Maloney i sar., 2009). Takode je pokazano da ishrana obogacena 60% fruktozom
povecava nivo iRNK za Nox4 u srcu i aorti pacova (Nyby i sar., 2007). U ovoj studiji,
ishrana obogacdena 10% fruktozom povecala je nivo Nox4 u srcu pacova. Kao $to je
prethodno naznaceno, Nox-posredovana produkcija RVK-a ima centralnu ulogu u
inflamaciji krvnih sudova koja je posledica nutritivnog preopterecenja (Inoguchi i sar.,
2000). Ekspresiju vaskularnog Nox-a mogao bi dodatno pojacati Ang II (Harrison i sar.,
2003), koji je glavni efektorski molekul aktiviranog RAS-a u srcu/aorti pacova na
fruktoznoj ishrani (Bundalo i sar., 2016).

Medutim, neke studije sugerisu mogucu ateroprotektivnu ulogu Nox4 (Schroder i
sar., 2012, Gray i sar., 2016), kao i njegovu ulogu u odrzavanju energetskog statusa u srcu
(Nabeebaccus i sar., 2017). U skladu sa tim, povecani nivo Nox4 kod kontrolnih Zivotinja
nakon suplementacije orasima, ukazuje na potencijalnu ulogu Nox4 u odrzavanju
energetskog statusa u srcu i adaptaciji na hroni¢nu inflamaciju. Uprkos tome, ulogu Nox4
u srcu treba dodatno ispitati.

Ni ishrana bogata fruktozom, ni suplementacija orasima nisu uticali na nivo AMPK,
dok su oba faktora znacajno uticala na nivo SIRT1, sto ukazuje na mogucnost da ekspresija
SIRT1 u srcu nije regulisana putem AMPK, bar u ovim eksperimentalnim uslovima, $to je
u saglasnosti sa nasom prethodnom studijom (Boskovi¢ i sar., 2018), kao i nedavnim
rezultatima u aorti kod istog Zivotinjskog modela (Stanisi¢ i sar., 2020).

U ovoj studiji, ishrana bogata fruktozom smanjila je nivo SIRT1 u srcu pacova, sto je
u skladu sa studijama koje su ustanovile smanjen nivo SIRT1 u aorti muzjaka pacova
nakon ishrane obogacene 10% i 20% HFCS (Akar i sar., 2012), kao i smanjen nivo iRNK za
SIRT1 u aortama Zenki pacova nakon ishrane obogacene 10% fruktozom (Pektas i sar.,
2015). Smanjenje nivoa SIRT1 u srcu pacova nakon ishrane bogate fruktozom, u skladu je
sa nalazima da su MetS, gojaznost i hroni¢na inflamacija asocirani sa smanjenim nivoom
SIRT1 (Poulsen i sar., 2013). Ob/ob miSevi sa SIRT1 deficijencijom pokazuju preteranu
mikrovaskularnu inflamaciju u poredenju sa wild-type miSevima (Vachharajani i sar.,
2005). Pored toga, pokazano je da delecija SIRT1 u mijeloidnim celijjama povecava
infiltraciju M1 makrofaga, a smanjuje broj M2 makrofaga u adipoznom tkivu miSeva na
ishrani sa visokim sadrZajem masti, Sto je rezultiralo rezistencijom na insulin (Yang i sar.,
2012) koja je prisutna i u nasem modelu MetS-a. Studija koju su sproveli Yoshizaki i
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saradnici direktno je povezala antiinflamatorne efekte SIRT1 u adipocitima i makrofagima
sa poboljsanom osetljivos¢u na insulin (Yoshizaki i sar., 2010). SIRT1 se nalazi u jedrima
znacajne frakcije kardiomiocita (Bolasco i sar., 2012) i mogao bi da ima kardioprotektivnu
ulogu. U skladu sa nasom hipotezom, suplementacija orasima je ponistila promene u
nivou SIRT1 u srcu pacova na fruktoznoj ishrani, ukazujuéi na kardioprotektivnu ulogu i
potencijalno smanjenje inflamacije. Zbog svoje pluripotentne regulatorne uloge, sirtuini su
prepoznati kao novi terapeutski targeti. Stoga, utvrdeni efekat konzumacije oraha na
SIRT1 predstavlja osnovu za dalji razvoj nutritivne terapije u pogledu metabolickog stanja
i inflamatornih procesa u srcu.

Nishodni efekti SIRT1 uklju¢uju promociju deacetilacije FoxO3a i posledi¢nu
inicijaciju FoxO3a-zavisne genske transkripcije (Zarzuelo i sar., 2013). Rezultati ove studije
sugeriSu da smanjenje SIRT1 uzrokovano fruktoznom ishranom dovodi do povecane
fosforilacije FoxO3a. Kako FoxO3a reguliSe ekspresiju gena za MnSOD (Kops i sar., 2002) i
katalazu (Tan i sar., 2008), smanjen nivo ovih enzima kod pacova na fruktoznoj ishrani,
mogao bi biti posledica poveéanog nivoa FoxO3a u citosolu ovih pacova. To je u skladu sa
studijom koja je pokazala smanjenje aktivnosti MnSOD u mozgu muzjaka pacova nakon
ishrane obogacene 10% fruktozom, sto doprinosi neuropatogenezi hipertenzije (Cheng i
sar., 2014), ali do sada nije bilo podataka o uticaju fruktoze na ekspresiju MnSOD u tkivu
srca. Sa druge strane, ustanovljeno je da ishrana bogata fruktozom znacajno smanjuje
ekspresiju iRNK za katalazu u srcu pacova (Cavarape i sar., 2001). Znacajno povecanje
nivoa FoxO3a u jedru pokazano je nakon suplementacije orasima, Sto je praceno
povecanjem nivoa MnSOD i katalaze, kako u kontrolnoj, tako i u fruktoznoj grupi
zivotinja (Boskovié i sar., 2021).

Fruktoza aktivira ChREBP koji smanjuje ekspresiju SIRT1 u metaboli¢ki aktivnim
tkivima (Noriega i sar., 2011), medutim, podaci vezani za ekspresiju ChREBP u srcu nisu
poznati. Koo i saradnici su pokazali da je u jetri pacova, aktivnost ChREBP znatno veca
nakon fruktozne ishrane u poredenju sa pacovima koji su bili na izokalori¢noj glukoznoj
ishrani (Koo i sar., 2009). Tokom gladovanja transport ChREBP u jedro je inaktiviran
(Kawaguchi i sar., 2002), dok proizvodi metabolizma ugljenih hidrata aktiviraju ovaj
proces (Kabashima i sar., 2003). U nasoj studiji, medutim, ishrana bogata fruktozom je
znacajno povecala nivo ChREBP u citosolu, uz istovremeno smanjenje nivoa ChREBP u
jedru. Nedostatak studija koje se bave ekspresijom ChREBP u srcu i kompleksnost njegove
tkivno-specifi¢ne ekspresije ukazuju na mogucnost diferencijalne ekspresije ChREBP u
srcu u poredenju sa metabolicki aktivnim tkivima (Yamashita i sar., 2001, lizuka i sar.,
2004). Moguce je da ekspresija SIRT1 u srcu nije regulisana putem ChREBP i da je ChREBP
vazan za regulaciju transkripcije gena u glikolizi/fruktolizi u tkivima koja preferencijalno
oksiduju ugljene hidrate, kako bi obezbedila ATP za energetski skupe metaboli¢ke procese
(Logan i Storey, 2016). Cak 60-70% energetskih potreba u srcu obezbedeno je oksidacijom
masnih kiselina (Bertrand i sar., 2008), iako se fruktoza takode koristi kao energetski
supstrat, s obzirom na to da kardiomiociti eksprimiraju fruktoza-specifi¢cni GLUTS5
transporter (Karaca i sar., 2016). Rezultati ove studije sugerisu da je ChREBP takode
zastupljeniji u citosolu pacova na fruktoznoj ishrani nakon konzumacije oraha, sto ukazuje
na supresiju aktivnosti ChREBP u srcu ovih pacova. Smanjen nivo jedarne lokalizacije
ChREBP u srcu pacova nakon suplementacije orasima, koji je ranije pokazan i u jetri
pacova nakon ishrane sa visokim sadrZzajem masti (Kawaguchi i sar., 2002), mogao bi biti
posledica poviSenih koli¢ina masnih kiselina u srcu. Naime, pokazano je da ishrana bogata
polinezasi¢enim masnim kiselinama inhibira ekspresiju ChREBP, ubrzavajuéi degradaciju
njegove iRNK (Kawaguchi i sar., 2002, Dentin i sar., 2005) i inhibirajuéi njegov transport u
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jedro (Dentin i sar., 2005). Smanjena DNK-vezujuca aktivhost ChREBP pokazana je kod
pacova na ishrani sa visokim sadrzajem masti, u poredenju sa onima na ishrani sa visokim
sadrzajem ugljenih hidrata, to potvrdjuje njegovu ulogu u inhibiciji glikolize i lipogeneze
koja je posredovana masnim kiselinama (Yamashita i sar., 2001, Kawaguchi i sar., 2002).
Medutim, neophodna su dodatna istraZzivanja ChREBP u srcu kako bi se bolje sagledala
njegova uloga u nutritivnoj terapiji.

5.4. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na ekspresiju
komponenata RAS-a u srcu muzjaka pacova

Rezultati ove studije pokazuju znacajan efekat suplementacije orasima na nivo
ACE2 u srcu (Boskovié i sar., 2022), sto je u skladu sa znacajnim smanjenjem sistolnog
krvnog pritiska u ovom zZivotinjskom modelu MetS-a (Boskovié i sar., 2021). U prethodnim
studijama je pokazano da je nedostatak ACE2 povezan sa umerenom sistolnom
hipertenzijom (Gurley i sar., 2006), a da ACE2 aktivatori sniZavaju krvni pritisak
(Hernandez Prada i sar., 2008) i poboljsavaju funkciju srca (Dong i sar., 2012, Murca i sar.,
2012). Ne samo da ACE2 ima vaZnu ulogu u regulaciji funkcije srca (Crackower i sar.,
2002), ve¢ ispoljava i antiinflamatorna svojstva (Kassiri i sar., 2009). Pokazano je da
sistemska isporuka ACE2 smanjuje Ang II - indukovanu hipertrofiju i fibrozu
(Huentelman i sar., 2005), pa ¢ak i da one nisu prisutne kod ACE2 nokaut miSeva
(Crackower i sar., 2002). Pored toga, ACE2 terapija koja se bazira na upotrebi
adenovirusnog vektora pokazala je smanjenje nivoa proinflamatornih citokina, MCP-1
(engl. Monocyte Chemoattractant Protein-1) i 1L-6, kao i smanjenje produkata lipidne
peroksidacije u jetri (Mak i sar., 2015).

Ovi nalazi vezani za efekte konzumacije oraha na ACE2 su takode u skladu sa
rezultatima prethodnih studija koje su pokazale da n-3 PUFA predstavljaju ACE2
modulatore. Ulu i saradnici su pokazali da ishrana bogata n-3 PUFA smanjuje inflamaciju
u Ang II - zavisnoj hipertenziji, povecanjem nivoa iRNK za ACE2 u bubrezima (Ulu i sar.,
2013). Efekat suplementacije PUFA na nivo ACE2 u MetS-u jo$ uvek nije istraZen.
Prethodna istrazivanja koja povezuju PUFA ili polifenolna jedinjenja sa ACE2 su oskudna
i nekonzistentna. U adipocitima misa, DHA je povecala ekspresiju iRNK za ACE2 (Gupte,
2011), dok je inkubacija adipocita svinje sa DHA smanjila ekspresiju iRNK za ACE2 (Tseng
i sar., 2010). Za razliku od adipoznog tkiva, administracija DHA nije pokazala uticaj na
ekspresiju ACE2 u srcu i bubrezima (Gupte, 2011). Neslaganja u prethodnim studijama
mogu biti posledica razlika u zivotinjskim modelima, vrsti ¢elija i dozi PUFA, trajanju i
tipu tretmana.

ACE2 je postao centar interesovanja nauke u toku COVID-19 pandemije, pri ¢emu
se vecina istrazivanja sprovedenih u toku prethodnih nekoliko godina, fokusirala na
jedinjenja koja bi mogla inhibirati aktivnost rekombinantnog humanog ACE2 (rhACE2).
Nekoliko biljnih ekstrakata koji sadrze polifenole (Takahashi i sar., 2015, Takahashi i sar.,
2017, Liu i sar., 2020) inhibiraju aktivnost rhACE2, in vitro, dok neki od njih inhibiraju
ACE (Takahashi i sar., 2015). Nedavni rezultati su otkrili da se korisni efekti PUFA mogu
pripisati njihovom inhibitornom efektu na vezivanje receptor-vezujuéeg domena virusnog
spajk proteina za humani ACE2 receptor (Goc i sar., 2021).

Dakle, nasa studija je pokazala da suplementacija orasima, namirnicama bogatim n-
3 PUFA, u MetS-u ima zastitni efekat na srce kroz smanjenje odnosa n-6/n-3 PUFA i kroz
povecanje nivoa ACE2 u srcu. Stimulacija ACE2/Ang 1-7 ose RAS-a moze predstavljati
mocan terapeutski pristup u le¢enju KVB. Pokazano je da povedana ekspresija ACE2,
putem genskog transfera, sprecava fibrozu srca (Diez-Freire i sar., 2006), dok oralna
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administracija ACE2 aktivatora poboljsava funkciju i remodelovanje srca u modelima
pacova sa dijabetesom (Dong i sar., 2012, Murca i sar., 2012). Nedavna studija meta-analize
je potvrdila da suplementacija n-3 PUFA smanjuje rizik od mortaliteta usled bolesti srca,
kardiovaskularnih dogadaja i infarkta miokarda (Casula i sar., 2020). Imajuci u vidu da su
orasi bogat izvor n-3 PUFA, jasno je da promene u navikama u ishrani mogu imati
dugorocne korisne efekte po zdravlje. Osim toga, orasi su i bogat izvor proteina, arginina,
polifenola i katjona sa antihipertenzivnim svojstvima, pa bi njihova upotreba kao
nutritivnih ACE2 aktivatora mogla imati dodatne kardioprotektivne efekte u
kombinovanom pristupu sa konvencionalnim RAS blokatorima (kao $to su ACE inhibitori
i AT1R antagonisti) u terapiji KVB. Pokazano je da u prisustvu AT1R blokade, aktivacija
ACE2/Ang 1-7/MasR ose povoljno uti¢e na remodelovanje miokarda (Sukumaran i sar.,
2012) i vaskulature (Savoia i sar., 2020).

Medutim, mehanizmi koji preciznije objasnjavaju regulaciju ACE2 su jo$ uvek
nerazjasnjeni. Pokazano je da je ekspresija ACE2 pod kontrolom SIRT1 (Clarke i sar., 2014).
To je u saglasnosti sa nasom studijom, koja je ustanovila da suplementacija orasima
povecava kako nivo SIRT1 (Boskovi¢ i sar., 2021), tako i nivo ACE2 u srcu pacova na
fruktoznoj ishrani (Boskovi¢ i sar., 2022), s§to podrzava hipotezu da SIRT1 povecava
ekspresiju ACE2 u MetS-u.

Povecani nivo ACE nakon ishrane bogate fruktozom (Boskovic i sar., 2022) mogao
bi dovesti do povec¢anog nivoa Ang Il, koji bi, sa druge strane, mogao povecati ekspresiju
Nox4 (Harrison i sar., 2003) koja je detektovana u ovoj studiji (Boskovi¢ i sar., 2021). Sa
druge strane, u ovom eksperimentalnom modelu MetS-a, suplementacija orasima nije
ponistila promene u nivoima ACE i Nox4 (Boskovic i sar., 2022, Boskovié i sar., 2021).

Nalazi nase studije ne sugeriSu da bi povecana ekspresija ACE2, kao rezultat
konzumacije oraha, mogla u potpunosti da neutraliSe Stetne efekte povecane ekspresije
ACE, kao rezultat ishrane bogate fruktozom, ve¢ ukazuje na to da su ovi mehanizmi
zavisni od ATIR, na ¢iju ekspresiju nije uticala ni ishrana bogata fruktozom ni
suplementacija orasima (Boskovi¢ i sar., 2022). Odsustvom promena u ekspresiji ATIR
mozZe se objasniti odsustvo hipertrofije srca u ovom modelu MetS-a, sto je u saglasnosti sa
studijom koja je pokazala da upotreba ATIR antagonista moZze spreciti progresiju
hipertrofije leve komore kod pacova na visoko - fruktoznoj ishrani (Kamide i sar., 2002).

U ovoj studiji nije detektovan nijedan znacajan efekat konzumacije oraha na
komponente RAS-a kod kontrolnih pacova. Medutim, ishrana bogata orasima je smanjila
nivo ACE kod kontrolnih pacova, iako ovo smanjenje nije statisti¢ki znacajno. Gencoglua i
sar. su takode u svojoj studiji ukazali da nema znacajnih razlika izmedu kontrolne i grupe
na standardnoj ishrani koja je konzumirala orahovo ulje, na promene telesne teZine i tezine
jetre, metabolicke faktore rizika, markere oksidativnog stresa (eNOS) i faktore
transkripcije (NF-xB i Nrf2) kao i NADPH oksidaze (p22phok) i SIRT1. Sa druge strane,
oni su pokazali da suplementacija orahovim uljem moZe ublaZiti Stetne uticaje kako
ishrane sa visokim sadrZajem ugljenih hidrata tako i ishrane sa visokim sadrZajem masti
kod pacova (Gencoglu i sar., 2020). Kao $to je nedavno pokazano, ishrana bogata orasima
ne utice na ekspresiju gena povezanih sa inflamacijom (IL-6, IL-1p i TNF-a) u poredenju sa
kontrolnom grupom (Leung i sar., 2021). lako efekti u kontrolama i dalje pokazuju neka
neslaganja, mnoge studije naglasavaju obecavajuci potencijal konzumacije oraha kako u
prevenciji tako i u tretmanu MetS-a.
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5.5. Efekti ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na nivo NF-xB u srcu
pacova

Hroni¢na inflamacija, koja se KkarakteriSe povecanjem cirkuliSu¢ih nivoa
proinflamatornih markera, ima kriticnu ulogu u patogenezi MetS-a. Meta-analiza
objavljena 2018. godine otkrila je da su brojne studije potvrdile vezu izmedu konzumacije
Secera i razvoja inflamacije (Della Corte i sar., 2018).

Inflamacija u srcu pacova na ishrani bogatoj fruktozom, pre i posle konzumacije
oraha, pracena je kroz ekspresiju transkripcionog faktora NF-xB. Kao sto se ocekivalo,
ishrana bogata fruktozom je povecala nivo NF-kB, ali 6-nedeljna konzumacija oraha nije
uspela da ponisti ovu promenu.

Efekat ishrane bogate fruktozom na aktivaciju NF-xB u skladu je sa prethodnom
studijom, u kojoj je pokazano da ishrana bogata fruktozom aktivira NF-xB u srcu
ovarijektomisanih Zenki pacova, povecanjem fosforilacije p65 subjedinice na Ser 276
(Bundalo i sar., 2015). Osim toga, Velickovi¢ i saradnici su pokazali da ishrana bogata
fruktozom aktivira NF-xB kroz fosforilaciju i proteoliticku degradaciju inhibitornog
proteina IkB u jetri pacova na fruktoznoj ishrani (Veli¢kovi¢ i sar., 2019).

Zhang i saradnici su pokazali da oralna administracija jestivih ulja sa niskim
odnosom n-6/n-3 PUFA u trajanju od 12 nedelja ublazava inflamaciju i progresiju
osteoartritisa putem inhibicije NF-xB signalnog puta (Zhang i sar., 2020). ProduZeni period
konzumacije oraha bi, stoga, mogao uticati na smanjenje ekspresije NF-xB u srcu muZzjaka
pacova nakon ishrane bogate fruktozom, s obzirom i na to da je pokazano da tretman
humanih LPS-stimulisanih makrofaga primenom EPA ili DHA smanjuje ekspresiju i
sekreciju proinflamatornih citokina, kao i aktivnost NF-xB (Weldon i sar., 2007).
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5.6. Shematski prikaz povezanosti RAS-a, oksidativnog stresa i inflamacije u MetS-u

Shema D1. Efekat ishrane bogate fruktozom i suplementacije orasima na ciljne molekule u
srcu, kao i sa njima asocirane molekule iz literature koji povezuju RAS, oksidativni stres i
inflamaciju u zajedni¢ke puteve povezane sa insulinskom rezistencijom koja leZi u osnovi
metabolickih poremecaja.

|nsuI|n

insulinski signalni
put

T¢ efekat fruktoze

=—p aktivirajuéi efekat

_I inhibirajuéi efekat

o ciljni molekuli u sreu
O asocirani molekuli
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6. ZAKLJUCCI

Izvedena studija je potvrdila korisne efekte konzumacije oraha na
kardiometabolicki status i predlozila mehanizme koji su u osnovi njihovih
antiinflamatornih i antioksidativnih efekata u srcu, ukazuju¢i na mogucénost razvoja novih,
nefarmakoloskih pristupa u terapiji kardiometabolickih bolesti.

1. SIRT1-FoxO3a-MnSOD/katalaza antioksidativha osa, kompromitovana ishranom sa
visokim sadrZajem fruktoze, uravnotezena je nakon suplementacije orasima.

2. SIRT1 ima ulogu nutritivhog senzora koji prenosi signale odgovorne za metabolicko
stanje i inflamatorne procese u srcu, pa bi korisni efekti konzumacije oraha na SIRT1
mogao predstavljati osnovu za dalji razvoj nutritivne strategije u pogledu o¢uvanja srca u
MetS-u.

3. Konzumacija oraha je pokazala znacajan efekat na smanjenje odnosa AA/EPA i
AA/DHA u plazmi, $to predstavlja znacajno antiinflamatorno dejstvo. U srcu, fruktoza i
orasi stimuliSu preuzimanje i oksidaciju masnih kiselina, ali za razliku od fruktoze,
suplementacija orasima primarno povecava nivo i metabolizam n-3 PUFA.

4. Detekcija ekspresije ChREBP-a u srcu, do sada nedovoljno istraZena u modelu MetS-a,
predstavlja znacajan doprinos u oblasti. Ishrana bogata fruktozom i suplementacija
orasima uti¢u na njegovu ekspresiju i u citosolu i u jedru. Ipak potrebna su dalja
istrazivanja u cilju razumevanja efekata suplementacije orasima.

5. Suplementacija orasima u trajanju od Sest nedelja kod pacova izloZenih ishrani bogatoj
fruktozom, pozitivno uti¢e na nivo ACE2 i odnos AA/EPA u srcu, kardioprotektivne
komponente, sto doprinosi zastiti srca u MetS-u.

6. Stimulacija ACE2/Ang 1-7 ose RAS-a moze predstavljati vazan terapeutski pristup u
le¢enju kardiometabolickih bolesti, pa suplementacija orasima moze predstavljati
potencijalno moé¢nu nefarmakolo$ku strategiju.
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U3jasa o0 ayTopcTBy

MUme n npesmme aytopa Maja by6uh, pof). bowkosuh

Bpoj nHaekca 63027/2013

MUsjaBbyjem
03 je AOKTOpCKa AucepTtaumja nog HaCI0BOM

AHTMOKCMAATUBHU N aHTUMHNaMaTOpHU edeKTU cynaemeHTaumje opacuma (Juglans regia L.) Ha
cpue nauoBa ca MeTaboaNYKMM CUHAPOMOM M3a3BaHUM MCXPaHOM BoraTom GpyKTO30M

* pe3ynTaT CONCTBEHOT UCTPAXKMBAYKOT Paaa;
* 0a AvcepTaumja y LeMHN HU Y AeNoBUMa HKje Buna npeanoxeHa 3a cTuuake apyre
Annsome npema CTyAujCKMM Nporpamuma Apyrux BUCOKOLLKOJICKMX YCTaHOBA;

* [1a Cy pe3y/NTaTh KOPEKTHO HaBeAEeHN U

e 1a HXCAM KpLWWO/Na ayTopCKa NpaBa M KOPUCTUO/Na MHTENEKTYaIHY CBOjUHY APYTrUX

nvua.

MoTnuc aoKTOpaHAaa

Y beorpagy, 14.11.2022.




MU3jaBa 0 UICTOBETHOCTU LUTAaMMNAHE U e/IeKTPOHCKE Bep3uje A0KTOPCKOr

pPaga
WUme 1 npesanme aytopa Maja bybuh, pof). bowkosuh
bpoj uHaekca 63027/2013
CTyamjcku nporpam buonoruja

Hacnos paga L,AHTMOKCUAATUBHU U aHTUMHPNaMaTOpPHU edeKTU cynaemMeHTaLM|e opacuma
(Juglans regia L.) Ha cpue nNauoBa ca MeTaboANYKMM CUHAPOMOM M3a3BaHUM UCXPAaHOM HoraTom

dpyKkTO30M*“

MeHTopu: ap Maja KrBkoBuMh, Hay4YHM CaBETHUK MHCTMTYTa 3a HyK/eapHe Hayke ,,BuHya” -
MHCTUTYTa 04 HaUMOHA/IHOT 3Ha4vaja 3a Penybauky Cpbujy, YHuBep3uTeTa y beorpaay

M3jaB/byjem Aa je WwTamnaHa Bep3unja Mor 4OKTOPCKOr paja NCTOBETHA e/IEKTPOHCKO) BEP3MUjU KOjY
cam npegao/na pagu noxparwmBara y [MrutanHom penosutopunjymy YHmsepsuteta y beorpaay.

Jo3BosbaBam ga ce objaBe Moju IMYHM NoJaLUM Be3aHM 3a Aobujarbe akageMCKor Ha3nBa AOKTopa
HayKa, Kao WTO cy MMe 1 Npesnme, roauHa U Mecto pohema 1 gaTym ogbpaHe paaa.

OBM INYHM NOAALM MOTY Ce 06jaBUTM Ha MPEXHUM CTPpaHULama aurntanHe bubamoreke, y
€/IeKTPOHCKOM KaTasory u y nybankaumjama YHusep3uteta y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHAaa

Y beorpaay, 14.11.2022.




U3jasa o Kopuwhery

Osnawhyjem YHuBep3uteTcky 6ubnmoteky ,CBeTosap MapKosuMh” pga y [AurutanHu penosntopujym
YHuBep3uTeTa y beorpagy yHece mojy LOKTOPCKY AncepTaumjy nog HacJ0BOM:

,AHTUOKCUAATUBHU U aHTUMHPNamaTOpHU edeKTU cynnemeHTauumje opacuma (Juglans regia L.) Ha cpue

nawoBsa ca MeTabo/MYKMM CUHAPOMOM M3a3BaHUM UcXpaHom 6oratom dpyKTosom*”

KOja je Moje ayTOpPCKO Aeno.

[ucepTaumjy ca CBMM Mpuio3uma npeaao/na cam y eieKTPoOHCKOM ¢opmaTty MOrogHOM 3a TPajHO
apxvBuparse.

Mojy AOKTOPCKY AncepTaumjy noxpareHy y AurntanHu penosntopunjym YHusepsnteTa y beorpagy mory aa
KOpUCTE CBM KOjU nouwTyjy oapenbe caaprkaHe y ogabpaHom Tuny auueHue KpeaTuBHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a Kojy cam ce ogay4umo/na.

1. AytopcTBo
2. AyTOpPCTBO - HEKOMEPUMjANHO
@AyTopCTBo — HekomMepumjanHo — 6e3 npepage
4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjANHO — AeINTU NOA, UCTUM YC0BUMA
5. AytopctBo — 6e3 npepage
6. AyTOpCTBO — A€/UTW NoA UCTUM YCI0BMMA

(Monumo fa 3a0KpyKuUTe camo jeHy o wecT NoHyheHux NMUEeHUM, KpaTak OMuC NLEeHUM AaT je Ha
cnepehoj ctpaHn).

Motnuc AoKTOpaHAa

Y beorpagy, 14.11.2022.




AyTopcTBO - [J03BO/baBaTe YMHOXKaBakbe, AUCTPUBYLMjy U jaBHO caonwiTaBarbe Aena, U npepage,
aKo ce HaBeAe MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH of cTpaHe ayTopa MAW AaBaola JMLEHLE, YaK U Y
KomepunjanHe cepxe. OBO je HajcnoboaHMja 04 CBUX NNLEHUM.

AyTOpCTBO — HEKomepLMjanHo. [J03B0o/baBaTe YMHOMKaBake, AUCTPUBYLMjY M jaBHO caomliTaBake
[iena, 1 npepaje, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaduH oapeheH o cTpaHe ayTopa MAW Aasaoua
nmueHue. OBa MLEHLA He 103B0O/baBa KOMepLUMjanHy ynotpeby aena.

AyTOpCTBO - HEKoMepUuMjanHo — 6e3 npepage. [o3Bo/baBaTe YMHOXKaBake, ANCTPUOYLMjY N jaBHO
caonwTaBare Aena, 6e3 npomeHa, npeobsvkoBaka MAM ynoTpebe agena y cBOM Aeny, ako ce
HaBeAe MMe ayTopa Ha HauMH oapeheH o cTpaHe ayTopa uan gasaoua avueHue. OBa AnUeHUa He
[03B0O/baBa KOMepUMjanHy ynotpedby agena. Y ogHOCY Ha CBe OCTa/sie IMLEHLLE, OBOM JIMLLEHLLOM Ce
orpaHunyasa Hajsehu 0bum npasa Kopuwhera gena.

AyTOpCTBO - HEKOMepuMjaaHO — AeNUTU NoA WUCTUM ycnosBMma. [L03BO/baBaTe YMHOXaBakbe,
AUCTPMBYLMjy M jaBHO caonuiTaBarbe Aena, M npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauyuH
oapeheH o cTpaHe ayTopa MKW AaBaoLa JINLEHLE M aKo ce npepana aAuctpubympa nogd UCTOM AN
CAMYHOM AnueHuom. OBa MLEHLA He 403B0/baBa KOMepLKjasHy ynoTpeby Aena 1 npepasa.

AyTopcTBo — 63 npepage. [o03Bo/baBaTe YyMHOMKaBakbe, ANCTPUOBYLMjY M jaBHO caoniwTaBatbe Aena,
6e3 npomeHa, npeobanKoBarba UK ynotpebe gena y cBOM ey, aKO Ce HaBeAe MMe ayTopa Ha
HauuH oapeheH o cTpaHe ayTopa MAK AaBaoua AvueHue. OBa MLEHLa A03B0/baBa KOMePLMjanHy
ynoTtpeby gena.

AyTOpPCTBO - AeNUTU NoA UCTUM YCaoBMMa. [03BO/baBaTe YMHOMaBarbe, AUCTPUBYLMjY U jaBHO
caonwTtaBarbe Aena, U npepaje, ako ce HaBeae MMe ayTopa Ha HauuH oapeheH og cTpaHe ayTopa
WAV AaBaola NIMLEHLE M aKo ce npepaga AMcTpubymnpa nom UCTOM MAU CAMYHOM AuleHuom. OBa
NMUeHUa [03B0/baBa KomepuujanHy ynotpeby gena u npepaga. CandHa je codpTBEpCcKUM
NMUEHLAama, O4HOCHO IMLEeHLLaMa OTBOPEHOT Koaa.



