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REZIME

Kardiovaskularne bolesti (KVB) predstavljaju najznacajniji uzrok obolevanja 1
umiranja u svetu. Faktori rizika za nastanak KVB ¢esto su praceni promenama u
oksidativnom statusu. Oksidativni stres, definisan kao poremecaj ravnoteze izmedu
stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika i njihovog uklanjanja antioksidansima, dovodi se u
vezu sa patogenezom kardiovaskularnih i drugih hroni¢nih bolesti. Rezultati brojnih
epidemioloskih studija pokazali su povezanost ishrane bogate voéem, povréem i
integralnim zitaricama sa smanjenjem rizika za nastanak KVB. Povoljno delovanje
namirnica biljnog porekla u prevenciji KVB pripisuje se delom nutritivnim sastojcima,
ali pre svega nenutritivnim, bioloski aktivnim sastojcima, fitohemikalijama.
Zahvaljujuéi visokoj zastupljenosti u biljkama i visokom antioksidativnom kpacitetu,
polifenoli se smatraju najznacajnijim dijetarnim antioksidansima. Plod aronije (Aronia
melanocarpa) i proizvodi dobijeni njegovom preradom predstavljaju jedan od
najbogatijih izvora polifenola.

Osnovni cilj ove doktorske disertacije bio je ispitivanje uticaja konzumacije soka
ploda aronije na markere oksidativnog statusa i profil masnih kiselina kod zdravih osoba
sa ili bez prisutnih faktora rizika za nastanak KVB. Tri grupe ispitanika su ukljucene, i
to zdravi ispitanici bez faktora rizika za KVB, ispitanici sa abdominalnom gojaznos¢u i
ispitanici sa visokim-normalnim krvnim pritiskom, odnosno hipertenzijom stadijuma 1.
Ispitanici sa abdominalnom gojaznoS¢u konzumirali su sok ploda aronije obogacen
dijetarnim vlaknima iz grupe glukomanana.

Redovna konzumacija soka ploda aronije ispoljila je znacajan uticaj na pojedine
pokazatelje oksidativnog statusa i antioksidativne zaStite u serumu zdravih ispitanika
bez faktora rizika za nastanak KVB, kao i u serumu ispitanika sa abdominalnom
gojazno$éu. Sto se ti¢e uticaja na enzimsku antioksidativnu zastitu u eritrocitima,
znaajan porast aktivnosti glutation-peroksidaze zabelezen je kod sve tri grupe
ispitanika. Dodatno, u slu¢aju zdravih ispitanika bez faktora rizika za KVB, povecana je

i aktivnost superoksid-dismutaze dok je kod ispitanika sa visokim-normalnim pritiskom,



odnosno hipertenzijom stadijuma 1, znacajan porast aktivnosti zabelezen za sva tri
pracena enzima (glutation-peroksidazu, superoksid-dismutazu i katalazu).

Redovna konzumacija soka ploda aronije pokazala je efekat na profil masnih
kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita sve tri grupe ispitanika, sa stastisti¢ki
znacajnim povecanjem sadrzaja ukupnih PUFA i indeksa nezasi¢enosti u grupi zdravih
ispitanika bez faktora rizika za KVB. Dodatno, relativni sadrzaj n-3 PUFA i omega-3
indeks statisticki znacajno su povecani kod sve tri grupe ispitanika.

Sok ploda aronije pokazao je povoljno delovanje i na vrednosti krvnog pritiska,
koje su statisticki znac¢ajno samanjene u grupi ispitanika sa visokim-normalnim krvnim
pritiskom, odnosno hipertenzijom stadijuma 1, kao i kod ispitanika sa abdominalnom
gojaznoscu. Ovo je praceno delovanjem na vrednosti biohemijskih parametara, koji su
tradicionalni faktori rizika za nastanak KVB, uklju¢ujuéi nivoe triglicerida, ukupnog,
LDL i HDL holesterola. Redovna konzumacija soka ploda aronije obogacenog
glukomananom kod ispitanika sa abdominalnom gojaznoséu ispoljila je uticaj na
antropometrijske parametre koji je pokazan statisticki znacajnim smanjenjem indeksa
telesne mase i obima struka.

Rezultati dobijeni u okviru ovog istrazivanja upucuju na povoljan efekat soka
ploda aronije na nivo oksidativnog stresa kod zdravih osoba sa i bez faktora rizika za
nastanak KVB. Delovanje na nivo oksidativnog oStecenja lipida 1 aktivnost
antioksidativnih enzima, zajedno sa uticajem na tradicionalne faktore rizika za nastanak
KVB, upucuje na znacaj konzumacije soka od aronije u cilju ouvanja zdravlja ljudi i

prevencije kardiovaskularnih 1 drugih hroni¢nih bolesti.
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fosfolipidni masnokiselinski profil; polifenoli
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UDK broj: 616.1:[547.56:615.279 (043.3)



THE IMPACT OF ARONIA JUICE ON BIOMARKERS OF OXIDATIVE STATUS
AND FATTY ACID PROFILE IN HEALTHY SUBJECTS WITH OR WITHOUT
RISK FACTORS FOR CARDIOVASCULAR DISEASES

ABSTRACT

Cardiovascular diseases (CVD) are one of the most important cause of morbidity
and mortality worldwide. Risk factors for CVD development are often accompained
with disturbance in oxidative status. Oxidative stress, defined as disbalance between
reactive oxygen species production and their removal by antioxidants, is often related to
pathogenesis of cardiovascular and other chronic diseases. Numerous epidemiological
studies have shown association between diet rich in fruits, vegetables and cereals and
decreased risk of CVD development. Positive impact of plant foods in the prevention of
CVD has been attributed partly to their nutritive compounds, but mostly to their
biologically active compounds, phytochemicals. Polyphenols are considered to be the
most important dietary antioxidants, due to their high abundance in plants and strong
antioxidant activity. Aronia (Aronia melanorpa) fruits and their products are one of the
richest sources of polyphenols.

The main aim of this study was to investigate the impact of aronia juice
consumption on biomarkers of oxidative status and fatty acid profile in healthy subjects
with or without risk factors for CVD. Three study groups were enrolled including
healthy subjects without CVD risk factors, subjects with abdominal obesity and subjects
with high-normal blood pressure or grade 1 hypertension. Subjects with abdominal
obesity consumed aronia juice enriched with stable glucomannan dietary fibers.

Regular aronia juice consumption showed significant impact on some serum
biomarkers of oxidative status and antioxidant protection in healthy subjects without
CVD risk facotrs and in subjects with abdominal obesity. Regarding the influence on
antioxidant enzymes in erythrocytes, aronia juice consumption led to the significant
increase in glutathione-peroxidase activity in all three study groups. Additionally, in
case of healthy subjects without CVD risk factors superoxide-dismutase activity was
also increased, while in subjects with high-normal blood pressure or grade 1
hypertension, significant increase in activities of all three analysed enzymes

(glutathione-peroxidase, superoxide-dismutase and catalase) was recorded.



Regular aronia juice consumption showed an impact on fatty acid profile in
erythrocytes’ phospholipids in all three study groups, with statistically significant
increase in the relative amount of PUFA and unsaturation index in healthy subjects
without CVD risk factors. Additionally, relative amount of n-3 PUFA and omega-3
indeces were significantlly increased in all three study groups.

Aronia juice showed positive impact on blood pressure values, which were
statistically significant decreased in subjects with high-normal blood pressure or grade 1
hypertension, as well as in subjects with abdominal obesity. This was accompanied with
an influence on biochemical parameters, which are traditional risk factors for CVD,
including levels of tryglicerides, total, LDL and HDL cholesterol. Regular consumption
of glucoamannan-enriched aronia juice in subjects with abdominal obesity resulted in
statistically significant decrease in body mass index and waist circumference.

Results obtained in this study demonstrated beneficial effects of aronia juice
consumption on oxidative stress status in healthy subjects with or without CVD risk
factors. Protective impact on lipid peroxidation and activity of antioxidant enzymes in
erythrocytes, along with the influence on traditional CVD risk factors, indicates that
aronia juice consumption could be of importance in health promotion and the prevention

of cardiovascular and other chronic diseases.

Keywords: oxidative stress; cardiovascular diseases; antioxidant enzymes; fatty acid
profile in phospholipids; polyphenols

Scientific field: Pharmacy

Scientific discipline: Medical Biochemistry

UDK number: 616.1:[547.56:615.279 (043.3)



LISTA SKRACENICA

ABTS- 2,2-azobis (3-etilbenzotiazolidin-6-sulfonat )

ALT- alanin-aminotransferaza

ANOVA- analiza varijanse (eng. analysis of variance)

AST- aspartat-aminotransferaza

BHT- butil-hidroksitoluen

CAT- katalaza

CGE- ekvivalenti cijanidin-3-glukozida ( eng. cyanidin-3-glucoside equivalents)
DBP- dijastolni krvni pritisak

DEP- dietilfosforna kiselina

DHA- dokozaheksaenska kiselina

DTNB- 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzojeva kiselina

DMSO- dimetil-sulfoksid

DNK- dezoksiribonukleinska kiselina

DPPH- 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil

EDTA- etilendiamintetrasir¢etna kiselina

EPA- eikozapentaenska kiselina

GAE- ekvivalenti galne kiseline (eng. gallic acid equivalents)
GSH- glutation

GSSG- glutation-disulfid

GPx- glutation-peroksidaza

GR- glutation-reduktaza

HDL- lipoprotein velike gustine (eng. high-density lipoprotein)
HKU- hidrogen-peroksid komplementarne jedinice

IMHP- 2-izopropil-4-metil-6-hidroksipirimidin

INT- 2-(4-jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum hlorid
ITM- indeks telesne mase

LDL- lipoprotein male gustine (eng. low-density lipoprotein)
KVB- kardiovaskularne bolesti

MDA- malondialdehid

MUFA- mononezasi¢ene masne Kiseline (eng. monounsaturated fatty acdis)
NADH- nikotinamid- adenin-dinukleotid



NADPH- nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

NO- azot-monoksid

PAB- prooksidativno-antioksidativni balans

PNP- p-nitrofenol

PON1- paraoksonaza-1

PUFA- polinezasi¢ene masne kiseline (eng. polyunsatutrated fatty acids)
RNS- reaktivne vrste azota (eng. reactive nitrogen species)

ROS- reaktivne vrste kiseonika (eng. reactive oxygen species)

SD- standardna devijacija

SFA- zasi¢ene masne kiseline (eng. saturated fatty acids)

SOD- superoksid-dismutaza

TAS- ukupni antioksidativni status

TBA- tiobarbiturna kiselina (eng. tiobarbituric acid)

TBARS- tiobarbiturna kiselina reagujuce supstance

(eng. thiobarbituric acid reacting substances)

TLC- tankoslojna hromatografija (eng. thin layer chromatography)
TMB- 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin

TOS- ukupni oksidativni status

XO- ksantin-oksidaza (eng. xanthine oxidase)
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Uvod

1. UVOD

1.1. Oksidativni stres

Oksidativni stres se definiSe kao stanje poremecene ravnoteze izmedu
prooksidativnih faktora sa jedne i antioksidativnih sa druge strane, odnosno izmedu
stvaranja reaktivnih vrsta kiseonika i azota (eng. reactive oxygen species, ROS;
reactive nitrogen species, RNS) i njihovog uklanjanja antioksidansima. Stanje
oksidativnog stresa praceno je povecanim nivoom proizvoda oksidacije, kao §to su
lipidni hidroperoksidi, oksidacioni proizvodi proteina i fragmenti DNK (1). ROS i RNS
su, kao proizvodi normalnog celijskog metabolizma, u niskim i umerenim
koncentracijama korisni za zive organizme. Njihovi povoljni efekti se ogledaju u uceséu
u brojnim ¢elijskim signalnim putevima, indukovanju mitogenog odgovora, kao i u
odbrani od infektivnih ¢inioca (2). U stanjima povecanog stvaranja, ROS i RNS koje ne
mogu u potpunosti biti eliminisane ili neutralisane enzimskim i neenzimskim
antioksidansima, dovode do oksidativnog oSteCenja proteina, lipida, DNK i ¢elijskih
komponenti. Ovo remeti uobiCajenu strukturu celije 1 njene funkcije doprinoseci

patogenezi razli¢itih bolesti (3).

1.1.1. Slobodni radikali; ROS i RNS

Reaktivne vrste koje dovode do stanja oksidativnog stresa u bioloSkim
sistemima, mogu biti radikalske i neradikalske, koje se Cesto lako prevode u slobodne
radikale. Slobodnim radikalima se smatraju molekuli ili molekularni fragmenti sa
jednim ili viSe nesparenih elektrona u spoljasnjoj orbitali, koji ih ¢ine veoma reaktivnim
i podloznim interakcijama Sa biomolekulima. Radikali nastali od kiseonika su
najvaznije radikalske vrste u zivim sistemima (2). U molekularnom obliku kiseonik je
relativno nereaktivan, ali sa dodatkom jednog elektrona nastaje superoksid-anjon radikal

koji se smatra primarnim ROS i ucestvuje u stvaranju sekundarnih kiseoni¢nih vrsta (4).



Uvod

RADIKALSKE VRSTE NERADIKALSKE VRSTE
Oz~ superoksid-anjon 102 singlet kiseonik
OH*  hidroksil H202  vodonik-peroksid
HO2"  hidroperoksil HOCI  hipohlorna kiselina
RO’ alkoksil ROOH  organski peroksidi
ROz  peroksil Os ozon

NO* azot-monoksid ONOO"  peroksinitrit

Shema 1. Primeri reaktivnih vrsta kiseonika i azota

Vazan celijski izvor oksidativnog stresa je formiranje ROS kroz nepotpunu
redukciju kiseonika u respiratornom lancu mitohondrija. Pod uobicajenim uslovima
aerobnog metabolizma u mitohondrijalnom elektron transporthom lancu molekulski
kiseonik podleze tetravalentnoj redukciji do vode. Postupna redukcija Oz do H20

prikazana je u slede¢im reakcijama:

O2+e +H" < HO > H + O™
HO2" + e + H* « H20O2
H.O, + e + H* <> H302 <> H20 + OH"
OH +e +H" < H0
02 + 4e + 4H" « 2H0

U uslovima nepotpune redukcije kiseonika, formiraju se ROS, kao nestabilne i
veoma reaktivne vrste. Pri tome, postoji tacan redosled kojim se ROS stvaraju, odnosno
prvo nastaje superoksid-anjon radikal (O.™), koji dalje daje vodonik-peroksid (H20>), a
potom i hidroksil-radikal (OH") (5). lako najzastupljeniji medu reaktivnim kiseoni¢nim
vrstama, O2™ nije dovoljno reaktivan da deluje na makromolekule direktno, ali moze da
zapocne lanac stvaranja drugih ROS. On se stoga smatra primarnim ROS koji moze da
reaguje sa drugim molekulama i generiSe sekundarne ROS, direktno ili posredstvom
enzimima i metalima katalizovanih procesa (4). lako primarno nastaje u kompleksu |

(NADH-dehidrogenaza) i kompleksu Il (citohrom c-reduktaza) mitohondrijalnog
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elektron transportnog lanca, znatne koli¢ine Oz mogu nastati pod dejstvom razliitih
enzimskih sistema kao $to su ksantin-oksidaza i NAD(P)H-oksidaza. Vodonik-peroksid
je mali neradikalski molekul, koji lako difunduje i prolazi kroz ¢elijske membrane i1 ima
sposobnost da ucestvuje u stvaranju drugih ROS (5). Pored nastajanja u elektron
transportnom lancu mitohondrija, vazan izvor vodonik-peroksida su i peroksizomi,
organele koje u najvecoj meri koriste celijski kiseonik za obavljanje vise metaboli¢kih
funkcija (6). H202 ucestvuje u formiranju visoko reaktivnog hidroksil-radikala, u

Fentonovoj reakciji:

Fe** + H,02 — Fe** + OH' + OH

Za Fentonovu reakciju je neophodno gvozde u dvovalentnom obliku, a pokazano je da
se u stanju oksidativnog stresa i pove¢anog nivoa superoksid-anjona gvozde oslobada iz
molekula koji ga sadrze (7). Superoksid-anjon ucestvuje u Haber-Weiss reakciji koja
objedinjuje Fentonovu reakciju i redukciju trovalentnog gvozda (Fe®*) do dvovalentnog
(Fe**) (8):

Fe** + H202 — Fe** + OH' + OH"
Fe** +0, —Fe?* +0;

02" + H202 — O2 + OH" + OH" (Haber-Weiss reakcija)

Hidroksil-radikal (OH") je neutralna forma hidroksidnog jona sa visokom reaktivnoscéu,
ali sa malim poluvremenom eliminacije (10s), tako da se njegovo delovanije ostvaruje

isklju¢ivo na mestu formiranja (9).

ROS se formiraju i u fagocitima kao odgovor organizma na inflamatorne agense
(citokine 1 bakterijske produkte). U interakciji sa stranim partikulama aktivira se
NAD(P)H-oksidaza, najbolje okarakterisana u neutrofilima, gde nastali O>" pokrece
seriju reakcija odgovornih za uniStavanje bakterija. Ovaj odbrambeni mehanizam praéen
je aktivacijom i enzima mijeloperoksidaze, kljucnog u nastajanju hipohlorne kiseline
(HOCI), neradikalske ROS sa baktericidnim dejstvom. Takode, opisana je i nefagocitna
NAD(P)H-oksidaza, koja produkuje superoksidni anjon, u mnogo manjoj meri nego u

neutrofilima, za koji se smatra da ucestvuje u intracelijskim signalnim putevima (2,10).

3



Uvod

Pored ROS, reaktivne vrste azota (RNS) mogu takode da izazovu osteenja kada
njihovo stvaranje u organizmu prevazilazi mogué¢nosti njihove neutralizacije i
eliminacije. Ovakvo stanje naziva se jo$ i nitrozativnim stresom 1 moze da dovede do
promene strukture, a time i funkcije proteina, kroz reakcije nitrozilacije (11). Azot-
monoksid (NO") je vazan reaktivni radikal, sintetisan u tkivima pod dejstvom enzima
azot-monoksid sintetaza koje metaboliSu arginin do citrulina (12). Ovaj mali molekul
ucestvuje u brojnim fizioloskim procesima, uklju¢ujuéi neurotransmisiju, regulaciju
krvnog pritiska, relaksaciju glatkih misi¢a, regulaciju imunog sistema i odbrambeni
sistem organizma (13). lako sam nema veliku reaktivnost, NO" u prisustvu Kiseonika ili
superoksida moze da prede u reaktivnije vrste, kao $to su azot-dioksid i peroksinitrit
(14). Tako, u inflamatornom odgovoru, ¢elije imunog sistema stvaraju i superoksid-
anjon i azot-monoksid, koji mogu medusobno da reaguju, pri Cemu nastaje

peroksinitritni anjon (ONOO):
NO" + O — ONOO"

Ovaj anjon je veoma reaktivan agens, koji moze da dovede do oksidativnog oStecenja i

fragmentacije DNK kao i lipidne peroksidacije (15).

. HOCI
02 Cl- / hipohlornakiselina

/ singlet kiseonik

02 e 02._ 02._ 2H* , HZO2 + 02

superoksid-anjon radikal vodonik-peroksid

V \'NO < Felt
HO,'  -OONO Fe

hidroperoksil-radikal ~ perokisnitril HO® + OH"
hidroksil-radikal

Shema 2. Putevi stvaranja ROS i RNS
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Pored endogenog stvaranja ROS, koje se vezuje za metabolicke procese, pre
svega u mitohondrijama, reaktivne vrste mogu nastati i pod dejstvom egzogenih uticaja
(Slika 1), u koje se ubrajaju ekstremne temperature, zraCenje, ksenobiotici, hemijski

toksini, pesticidi i teSki metali (16).

ENDOGENI EGZOGENI
IZVORI IZVORI
Fagociti - — Zraenje

REAKTIVNE
VRSTE
KISEONIKA
(ROS)

<— Zagadivacivazduha

H - é w vy ow »
Proces disanja <«— Pusacki dim

AN Lekovi

Pesticidi

Oksidativni enzimi —

Slika 1. Endogeni i egzogeni izvori ROS

1.1.2. Sistem zasStite od oksidativnih oStecenja

Izlaganje slobodnim radikalima nastalim u normalnim metaboli¢kim procesima
ili pod dejstvom egzogenih c¢inioca, dovelo je do razvoja serije odbrambenih
mehanizama koji ukljucuju preventivne mehanizme, mehanizme popravke oksidativnih
oStecenja, fizicku odbranu i1 antioksidativnu zaStitu (17). Antioksidansima se smatraju
molekuli koji, u maloj koncentraciji u odnosu na biomolekule koje §tite, mogu da sprece
ili redukuju nivo oksidativnih oSte¢enja biomolekula i time smanje Stetne efekte
kontinuiranog stvaranja ROS (18). U antioksidanse se ubrajaju enzimske i neenzimske
komponente koje mogu biti locirane u citoplazmi, celijskoj membrani i
ekstracelularnom prostoru.

Enzimska antioksidativna zastita (Slika 2) uklju¢uje enzime superoksid-
dismutazu (SOD), katalazu (CAT) i glutation-peroksidazu (GPx).
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SOD ima klju¢nu ulogu u zastiti ¢elije od oksidativnih ostecenja jer predstavlja
prvu linije odbrane od ROS. To je metaloprotein koji ubrzava prevodenje O2" do H20>

prema sledecoj jednacini:

205" + 2H" - H,02 + O2

U ljudskom organizmu postoje dva osnovna molekularna tipa ovog enzima. To su
citosolna forma (CuZnSOD) koja sadrzi bakar i cink i mitohondrijalna forma (MnSOD)
koja sadrzi mangan kao redoks aktivni metal (5). Protektivno delovanje SOD je
povezano sa delovanjem katalaze i peroksidaze da bi se sprecilo nagomilavanje H2O; i
njegovo pretvaranje u OH".

Katalaza se nalazi u peroksizomima i mitohondrijama i po strukturi je tetramer
koji u svom aktivnom centru ima Fe®* vezano za porfirin hem grupu (19). Deluje tako
Sto prevodi H202 do H20 i jedan je od najefikasnijih enzima u Zivom svetu. Pokazano je
da visoke koncentracije H20, stimuliSu njegovu neutralizaciju katalazom u reakciji u

kojoj je H20- istovremeno i donor i akceptor vodonika (5):

2H,07, — 2H,0 + Oy

Sa druge strane, niske koncentracije H2O02 su neutralisane pre svega
peroksidazom. Glutation-peroksidaza je locirana u citosolu i mitohondrijama i katalizuje
redukciju H202 u H20, kao i redukciju i organskih hidroperoksida (ROOH) u alkohole
(ROH) pri ¢emu se kao kofaktor koristi glutation (GSH):

2GSH + H202 — GSSG + 2H20
2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H20

Pri ovome nastaje oksidovani glutation, glutation-disulfid (GSSG), koji se aktivnoscu
glutation-reduktaze (GR) prevodi u redukovanu formu (GSH) uz uces¢e NADPH kao

redukujuceg ekvivalenta (20) prema jednacini:

GSSG + NADPH + H" — 2GSH + NADP*
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*\ T;oz

~_ /X
H,0,
. M GSH NADP+

l GS5G NADPH
H,0

Slika 2. Delovanje ¢elijskih antioksidativnih enzima

U neeenzimske komponente sistema zasStite od oksidativnih oStecenja ubrajaju se
razli¢ita liposolubilna i1 hidrosolubilna jedinjenja. NajviSe proucavani hidrosolubilni
neenzimski antioksidansi su glutation, vitamin C (L-askorbinska kiselina), mokra¢na
kiselina, albumin, transferin, bilirubin, a liposolubini su vitamin A (retinol), provitamin
A (B-karoten), vitamin E (o-tokoferol) i koenzim Q (ubihinon) (2). Neenzimski
antioksidansi mogu ucestvovati u zaStiti od oksidativnih oSte¢enja razli¢itim
mehanizmima delovanja. Pod ovim se podrazumeva “hvatanje” slobodnih radikala
(vitamin C 1 E) 1 zaustavljanje lanc¢anih radikalskih reakcija, heliranje prelaznih metala
koji katalizuju radikalske reakcije (flavonoidi), inhibicija oksidativnih enzima (aspirin)
ili delovanje kao kofaktora antioksidativnih enzima (selen, koenzim Q) (21).
Neenzimski antioksidansi klasifikuju se i na osnovu veli¢ine njihovih molekula. Tako se
medu makromolekulske ubrajaju proteini, kao $to su albumin, ceruloplazmin i feritin,
dok su medu malim molekulima najznacajniji askorbinska kiselina, glutation, mokra¢na

kiselina i ubihinon.
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Iako pojedina¢ni antioksidansi imaju jedinstvenu ulogu u borbi protiv
oksidativnih oSte¢enja, merenje njihovih individualnih koncentracija nije dobar
pokazatelj zajednickog delovanja svih u zastiti od oksidativnih oSteenja u sistemu.
Stoga se Cesto pristupa merenju ukupnog antioksidativnog potencijala bioloSkih

sistema, koji predstavlja vazan indeks pri merenju nivoa oksidativnog stresa (22).

1.1.3. Markeri oksidativnog stresa i njihovo odredivanje

Oksidativni stres je uobiCajeno definisan kao stanje poremecene ravnoteze
izmedu koncentracije ROS 1 RNS s jedne strane i antioksidativnih odbrambenih
mehanizama organizma sa druge. Ipak, oksidativni stres nije jedinstveno definisan u
pogledu metoda i markera koji se koriste za odredivanje njegovog nivoa. Najcesce
koris¢en kriterijum za procenu oksidativnog statusa zasniva se na odredivanju
koncentracije proizvoda oksidacije lipida u telesnim tecnostima ili na merenju
podloznosti lipida oksidaciji ex vivo (23). Metode koje se koriste za evaluaciju
oksidativnog stresa mogu da se podele u tri kategorije:

- metode zasnovane na odredivanju koncentracije promotora, inhibitora i
proizvoda oksidacije u krvi 1 drugim telesnim te¢nostima (kao Sto su saliva, urin,
cerebrospinalna te¢nost, folikularna te¢nost, sperma),

- metode zasnovane na proceni redukcionog potencijala organizma, tacnije
kapaciteta telesnih tecnosti da redukuju radikale i

- metode zasnovane na merenju oksidabilnosti, odnosno podloznosti razli¢itih
makromolekula i partikula (naj¢eS¢e LDL) oksidaciji.

Pored krvi i ostalih telesnih tecnosti, za odredivanje prooksidativnog/
antioksidativnog statusa koriste se i homogenizovana tkiva, kao i izolovane ¢elije (23).

Procena koncentracije slobodnih radikala, kao direktnih promotora oksidacije
moze se vrsiti direktno merenjem rezonance spina elektrona ili indirektno pomocéu
hemiluminescentnih vrsta, kao §to je luminol (24). U inhibitore oksidacije ubrajaju se
hidrosolubilni i liposolubini antioksidansi niske molekulske mase, koji se odreduju
hromatografskim metodama, ¢esto u kombinaciji sa masenom spektroskopijom. U ovoj
grupi naroito se istie znafaj odredivanja glutationa kao vaznog antioksidansa
intracelularnih 1 ekstracelularnin  prostora (25). Pod makromolekularnim

antioksidansima podrazumevaju se proteini, a najc¢es¢e odredivani su enzimi, Cija se
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aktivnost meri prac¢enjem formiranja produkata ili smanjivanja nivoa supstrata reakcije
koju katalizuju. Ovo najceS¢e podrazumeva primenu komercijalno dostupnih testova
(26,27). Mnoge metode koje ocenjuju nivo oksidativnog stresa zasnivaju se nha
odredivanju krajnjih produkata oksidacije, a tu spadaju oksidovani proteini, produkti
lipidne oksidacije, fragmenti DNK ili biomarkeri fragmentacije DNK.

Za merenje redukcionog potencijala, odnosno kapaciteta telesnih tecnosti da
redukuju slobodne radikale, razvijeni su brojni postupci koji se zasnivaju na ex vivo
stvaranju reaktivnih vrsta. Tu spadaju metode kao $to su ORAC (eng. oxygen radical
absorbance capacity), TEAC (eng. trolox equivalent antioxidant capacity), koji se ¢esto
oznacava kao ukupni antioksidativni status, odnosno kapacitet (eng. total antioxidant
capacity, TAC) i FRAP (eng. ferric reducing ability of plasma/ferric reducing
antioxidant power) (28,29,30). Osetljivost razli¢itih makromolekula ili partikula
(najceS¢e LDL) na oksidativni stres, odnosno njihova podloznost oksidaciji, najcesce se
odreduje merenjem apsorbancije produkata nastalin pod dejstvom radikala generisanih

jonima bakra (31).

Odredivanje markera oksidativnog stresa znacajno je u razjasnjavanju ucesca
ovog fenomena u patogenezi mnogih hroni¢nih bolesti. Ovo se ostvaruje kroz pracenje
prisustva slobodnih radikala i drugih reaktivnih vrsta kao i koncentracije antioksidanasa.
Ako se stanje oksidativnog stresa uoci, neophodno je odrediti da li je ono uzrocnik
nastanka bolesti ili njena posledica, odnosno pratec¢i aspekt koji doprinosi oStecenju
tkiva (14). Pokazano je i da u razli¢itim patoloSkim stanjima treba primeniti razlicite
metode da bi se odredili indeksi oksidativnog stresa specifi¢ni za dato stanje. Naime,
samo u ozbiljnim patoloSkim stanjima su svi indeksi oksidativnog stresa poviseni i

pokazuju medusobnu korelaciju (23).

1.1.4. Lipidna peroksidacija

Medu brojnim indeksima koji se koriste za ocenu oksidativnog statusa i
efikasnosti antioksidanasa, najces¢e su koriS¢eni produkti lipidne peroksidacije i
relevantni biomarkeri. Lipidna peroksidacija rezultat je kompleksnih lancanih reakcija
(Slika 3) koje rezultuju formiranjem razli¢itih oksidovanih proizvoda, tj. peroksi-
radikala masnih kiselina (ROO") i odgovarajucih hidroperoksida (ROOH) (32). Nastali
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peroksi-radikali su nestabilni molekuli ¢ijom daljom konverzijom nastaju stabilniji
proizvodi, kao §to su izoprostani i aldehidi. Ovako nastali aldehidi najces¢e se odreduju
kao supstance koje reaguju sa tiobarbiturnom Kkiselinom (eng. thiobarbituric acid
reacting substances, TBARS), a njihov nivo izrazava se u ekvivalentima
malondialdehida (MDA), §to je najces¢e koris¢en indeks lipidne peroksidacije (33).
Takode, kao markeri oksidativnog stresa odreduju se i hidroperoksidi (LOOH), ¢esto
izrazeni kao konjugovani dieni, kao i F2-izoprostani.

Pored merenja TBARS, relativna koncentracija polinezasi¢enih masnih kiselina
(eng. polyunsatutrated fatty acids, PUFA) predlozena je kao indirektni marker lipidne
peroksidacije (34,35). Lipidna peroksidacija zapoCinje tako S§to reaktivne vrste
preuzimaju vodonik sa ugljenika dvostruko vezanog u bo¢nom lancu masnih kiselina.
Sto je veéi broj nezasi¢enih veza u boénom lancu, lakse je uklanjanje vodonikovog
atoma, §to polinezasi¢ene masne kiseline ¢ini narocito podloznim lipidnoj peroksidaciji.
Nastali lipid-radikal moze dalje da se transformi$e do peroksil-radikala, koji potom
stupaju u interakciju jedni sa drugima ili sa membranskim proteinima. Takode, peroksil-
radikali mogu da preuzmu vodonikov atom sa bo¢nog lanca susedne masne kiseline i
time propagiraju lan¢anu reakciju lipidne peroksidacije. Stoga inicijacija lipidne
peroksidacije moze da rezultuje konverzijom nekoliko stotina masnih kiselina do
lipidnih hidroperoksida (36).

Masne kiseline su monokarboksilne kiseline, koje se obi¢no na osnovu tipa veze
klasifikuju na zasi¢ene i nezasi¢ene. Nezasi¢ene mogu biti mononezasicene, sa jednom
dvogubom vezom, i polinezasi¢ene kiseline, sa dve ili viSe dvogubih veza u alifaticnom
nizu (Tabela 1). Kod nezasi¢enih moguci su cis i trans izomeri, a najzastupljenije masne
kiseline u prirodi su ravnog niza sa parnim brojem ugljenikovih atoma i cis
konformacije. Polinezasi¢ene masne kiseline se takode dele na n-3, odnosno ®-3 masne
kiseline koje sadrze dvostruku C=C vezu na tre¢em ugljenikovom atomu od metil kraja
I n-6, odnosno -6 masne kiseline sa terminalnom dvostrukom vezom na Sestom C

atomu od metil kraja.
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Tabela 1. Najzastupljenije nezasi¢ene masne kiseline

Uvod

Trivijalni naziv

Hemijski naziv

Skracena oznaka

Palmitoleinska cis-9-heksadekaenska 16:1n-7
Oleinska cis-9-oktadekaenska 18:1n-9
Vakcenska cis-11-oktadekaenska 18:1n-7
Gadoleinska cis-9-eikozaenska 20:1n-7
Erucna cis-13-dokozaenska 22:1n-9
Nervonska cis-15-tetrakozaenska 24:1n-9
Linolna cis-9,12-oktadekadienska 18:2n-6
y-Linolenska cis-6,9,12-oktadekatrienska 18:3n-6
a-Linolenska cis-9,12,15-oktadekatrienska 18:3n-3
Dihomo-y-linolenska cis-8,11,14-eikozatrienska 20:3n-6
Arahidonska cis-5,8,11,14-eikozatetraenska 20:4n-6
Timnodonska cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenska 20:5n-3
Klupanodonska cis-7,10,13,16,19-dokozapentaenska 22:5n-3
Cervonska cis-4,7,10,13,16,19-dokozaheksaenska 22:6n-3
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1.1.5. Polinezasicene masne Kiseline i ¢elijska membrana

Smatra se da nekontolisano formiranje lipidnih peroksida predstavlja jedan od
vodecih mehanizama c¢elijskog ostecenja, kao 1 da vodi do nastajanja patoloskih stanja
poput inflamacije i kardiovaskularnih bolesti (KVB) (34). Dodatno, slobodni radikali
interakcijom sa lipidima menjaju njihovu strukturu, pakovanje i distribuciju u ¢elijskoj
membarani, §to dovodi do smanjenja membranske fluidnosti, koja se dovodi u vezu sa
razvojem hipertenzije i KVB (35). S obzirom da predstavlja mesto prvog kontakta
ekstraéelijskih Cinioca i same celije, Celijska membrana je Celijska struktura koja je
primarno izlozena o$tecenju delovanjem prooksidanasa prisutnih u plazmi, nastalih kao
rezultat poremecaja prooksidativno-antioksidativne ravnoteze. Osnovno mesto
delovanja slobodnih radikala i drugih reaktivnih vrsta su molekuli PUFA u
fosfolipidima ¢elijskih membrana (37). Pojava lipidne peroksidacije u bioloskim
membranama dovodi do poremecaja njihovih funkcija, promena u fluidnosti,
inaktivacije membranski vezanih receptora i1 enzima 1 povecanja nespecificne
propustljivosti za jone. Tako na primer, izlaganje eritrocita peroksidima i njihova
posledi¢na deformacija, ¢ini njihovu membranu visoko permeabilnom za kalijumove
jone (36).

U studijama koje se bave evaluacijom oksidativnog stresa u razli¢itim stanjima,
kao 1 efikasnosti potencijalnih antioksidanasa, kao model bioloske membrane najcesce
se koriste eritrociti. Eritrociti su takode, kao najbrojnije krvne celije, glavni izvor
antioksidativnih enzima koji predstavljaju deo odbrambenog mehanizma organizma
protiv oksidativnih oSteenja. Ove krvne cCelije smatraju se potencijalnim metama
prooksidanasa, zbog Cinjenice da je njihova membrana bogata polinezasi¢enim masnim
kiselinama, kao i da reaktivne vrste kroz nju lako prolaze. Dodatno, usled nedostatka
DNK, eritrociti imaju ograni¢ene mogucnosti za regeneraciju biomolekula oStecenih
oksidansima (38). Stoga u stanjima pracenim izrazitim oksidativnim stresom, eritrociti
Cesto menjaju svoju strukturu i funkcije, a njihove komponente, pa i membrana bivaju
oksidativno ugrozene. Peroksidacija eritrocitne membrane, odnosno lipida, moze
dovesti do gubitka sposobnosti promene oblika eritrocita i prolaska kroz najmanje
kapilare, $to ugrozava transport kiseonika do perifernih tkiva. Promene u lipidnom
dvosloju membrane eritrocita menjaju njenu fluidnost, sto se odrazava promenama u

strukturi, dinamickoj deformabilnosti membrane kao i1 aktivnosti membranski vezanih
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enzima, a dovodi Se u vezu sa brojnim patoloskim stanjima, kao i patogenezom KVB
(39,40).

Odredivanje sadrzaja PUFA, pa i celokupnog profila masnih kiselina u
membrani eritrocita od znacaja je u predvidanju rizika za nastanak KVB. Uoceno je da
je sadrzaj polinezasi¢enih masnih kiselina inverzno povezan sa pojavom hipertenzije,
dok veéi sadrzaj zasicenih masnih kiselina ukazuje na veci rizik za povisen krvni
pritisak (41). Dalje je ustanovljeno da veci sadrzaj n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina u
membranama negativno koreliSe sa rizikom za nastanak KVB, ali i pojavom
reumatoidnog artirtisa i metabolickog sindroma (42,43,44). Neki autori predlazu i
uvodenje ,,omega-3-indeksa®, koji predstavlja sumu sadrzaja dve najznacajnije n-3
masne kiseline, EPA (cis-5,8,11,14,17-eikozapentaenska) i DHA (cis-4,7,10,13,16,19-
dokozaheksaenska) u membrani eritrocita, kao potencijalnog faktora rizika za smrt od
koronarne bolesti srca (45). DHA (Slika 4) je polinezasi¢ena masna kiselina sa najve¢im
brojem nezasi¢enih veza, koje su ciljno mesto interakcije sa slobodnim radikalima, te je
od znacaj odredivanje njenog sadrzaja. Studije su pokazale njen antiaritmicki efekat kao
1 hipotenzivno dejstvo, posredovano oslobadanjem NO u endotelijumu (46). Utvrdeno je
i da visok odnos n-6 i n-3 masnih kiselina u membrani eritrocita promovise inflamaciju i
razvoj hroni¢nih bolesti, kao 1 da njegovo smanjenje deluje supresivno na patogenezu

kardiovaskularnih i drugih bolesti (47).

]
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Slika 4. Struktutna formula a) EPA; b) DHA
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1.2. Oksidativni stres u patogenezi kardiovaskularnih bolesti

Oksidativni stres dovodi se u vezu sa patoloskim stanjima kao S$to su
ateroskleroza, Parkinsonova bolest, Alchajmerova bolest, hipertenzija, reumatoidni
artritis, dijabetes, procesi starenja, dermatitis, kancer, astma, neplodnost,
neurodegenerativni poremecaji i drugo (5). KVB predstavljaju bolesti koje zahvataju
srce 1 krvne sudove, a prema podacima Svetske zdravstvene organizacije najznacajniji
su uzro¢nik oboljevanja i umiranja u svetu. Gotovo polovina od ukupne smrtnosti usled
hroni¢nih bolesti pripisuje se KVB (48). Sirok spektar faktora rizika za nastanak KVB
je identifikovan, a oni se mogu podeliti na nekoliko razli¢itih na¢ina. Jedan od njih je
podela na faktore rizika na koje se ne moze uticati, dakle nepromenljive faktore (uzrast,
pol, naslede) 1 faktore rizika na koje se moZe delovati, pa se na taj na¢in KVB mogu
prevenirati (49). Najznacajniji od promenljivih faktora rizika su povisen krvni pritisak,
pusenje, povisen LDL holesterol, nizak HDL holesterol, gojaznost, dijabetes, fizicka
neaktivnost, neadekvatna ishrana i drugi. Pored tradicionalnih faktora rizika, brojna
patoloska stanja se dovode u vezu sa povecanim rizikom za nastanak KVB jer su
pracena poremecajima metabolickog statusa, homeostatske regulacije 1 funkcije
organizma. Faktori rizika za nastanak KVB €esto su praceni promenama u oksidativnom
statusu, a stanje oksidativnog stresa, odnosno povecana koncentracija slobodnih
radikala i smanjena aktivnost endogene i egzogene antioksidativne zastite, dovodi se u

vezu sa patogenezom kardiovaskularnih i drugih hroni¢nih bolesti (3).

1.2.1. Oksidativni stres i hipertenzija

PoviSen krvni pritisak je najées¢i faktor rizika za nastanak KVB, pri ¢emu vise
vrednosti podrazumevaju veci rizik, narocito kada su prisutni i1 drugi faktori, kao $to su
porodi¢na istorija preuranjenih KVB, dijabetes, gojaznost, puSenje ili bolesti bubrega
(50). Da je hipertenzija glavni faktor rizika za KVB potvrdeno je u brojnim
epidemioloskim studijama sprovedenim kako u razvijenim zemljama, tako i u zemljama
U razvoju. Istrazivanja su pokazala da ¢ak i visoki-normalni arterijski krvni pritisak
predstavlja faktor rizika za KVB, ta¢nije koronarnu bolest srca, kod oba pola i u
razli¢itim etnickim grupama (51). U skladu sa podelom preporu¢enom od strane

Evropskog drustva za hipertenziju i Evropskog kardioloskog drustva (eng. European
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Society of Hypertension, European Society of Cardiology) visokim-normalnom
arterijskim krvnim pritiskom se smatra sistolni krvni pritisak vrednosti od 130-139
mmHg i/ili dijastolni od 85-89 mmHg (52). Pokazano je da oksidativni status osoba sa
farmakoloski neleCenom esencijalnom hipertenzijom karakteriSe povecanje nivoa
markera lipidne peroksidacije u krvi, kao i povecana produkcija superoksid-anjona i
vodonik-peroksida u polimorfonuklearnim leukocitima, i smanjenje aktivnosti
antioksidativnih enzima i koncentracije vitamina E. Pri tome, normalizacija vrednosti
krvnog pritiska dovodi do normalizacije vrednosti navedenih parametra oksidativnog
stresa i antioksidativne zaStite (53). Pokazano je da je u stanju hipertenzije smanjena
bioraspolozivost azot-monoksida, vaznog vazodilatatora, koji se degradira u prisustvu
slobodnih radikala. Naime, poluvreme eliminacije, a samim tim i bioloska aktivnost NO
zavisi od prisustva ROS, pre svega superoksid-anjona koji reaguje sa NO i dovodi do
formiranja visoko reaktivnog peroksinitrita. Ova reakcija se odvija 10 puta brze od
reakcije u kojoj superoksid-dismutaza razlaze superoksid-anjon, a rezultat je smanjenje
bioraspolozivosti azot-monoksida, kao i njegovih zastitnih efekata (54). Smatra se da
NO osloboden u vaskularnom endotelu ispoljava anti-aterosklerotsko dejstvo, pa se
inicijacija, ali i ubrzavanje procesa ateroskleroze dovodi u vezu sa stanjima deficita NO.
Povecana produkcija ROS se sve viSe dovodi u vezu sa endotelnom disfunkcijom, koja
je prisutna kod pacijenata sa aterosklerozom, a novija istrazivanja su pokazala da
prisustvo endotelne disfunkcije moze da predvidi 1 nivo kardiovaskularnih dogadaja
uopste (55). Tako su mehanizmi koji dovode do endotelne disfunkcije kompleksni i
ukljucuju vise ¢inioca, smatra se da klju¢nu ulogu u ovom fenomenu mogu imati ROS,
kao 1 da smanjenje njihove produkcije, odnosno nivoa oksidativnog stresa moZze usporiti
ili spreciti razvoj KVB (54,55). Dodatno, narusena endotelna homeostaza se dovodi u
vezu sa gotovo svim faktorima rizika za nastanak KVB, a pokazana je, izmedu ostalog,
kod starih ljudi, pacijenata sa dijabetesom tipa 1 ili 2, hipertenzivnih osoba, u stanjima

povisenog LDL holesterola i triglicerida, kao i u metabolickom sindromu (54).

1.2.2. Oksidativni stres i gojaznost

Metabolicki sindrom, odnosno insulinska rezistencija, definisan je kao skup
kardiovaskularnih faktora rizika, vezanih za poremecaje na nivou metabolizma, a cije

prisustvo doprinosi pojavi dijabetesa, ukoliko on ve¢ nije prisutan. Trenutno prihvacene
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definicije metabolickog sindroma izdvajaju gojaznost, dislipidemiju, insulinsku
rezistenciju i1 hipertenziju kao njegove klju¢ne komponente, uz koriSéenje razlicitih
klini¢kih kriterijuma za njegovo dijagnostikovanje (56). Dve decenije nakon prvobitnog
definisanja metabolickog sindroma, gojaznost gornjeg dela tela (tzv. androidna ili
gojaznost muskog tipa) okarakterisana je kao tip gojaznosti najéeS¢e povezan sa
poremecajima metabolizma prisutnim u KVB i dijabetesu (57). Takode, smatra se da
centralna ili abdominalna gojaznost, definisana po ATP 11l (eng. Adult Treatment Panel
I11) kriterijumu kao obim struka > 102 cm za musSkarce i > 88 c¢cm za Zene (58) ima
kljuénu ulogu u nastanku insulinske rezistencije kod metabolickog sindroma (56). Ovaj
tip gojaznosti prati poremecen oksidativni status u “akumuliranoj masti” koji se
manifestuje porastom ekspresije enzima NAD(P)H-oksidaze, kao i smanjenom
aktivno$¢u antioksidativnih enzima (59). U stanju brze ekspanzije adipoznog tkiva
prisutna je hipoksija koja dovodi do apoptoze adipocita, $to sluzi kao okida¢ za
infiltraciju makrofagima, koji se akumuliraju u adipocitima srazmerno njihovoj veli¢ini
i dovode do produkcije vece koli¢ine ROS i citokina (60). Hiperprodukcija ROS kod
gojaznih kao i obolelih od dijabetesa tipa 2, moze biti posledica poremecaja
transportnog lanca elektrona u mitohondrijama. Smatra se da smanjena produkcija
energije u mitohondrijama usled disbalansa protona, dovodi do formiranja ROS. Navodi
se 1 da visoka koncentracija triglicerida u citosolu moze da dovede do deficita ADP-a
unutar mitohondrija, $to je potencijalni stimulator stvaranja slobodnih radikala (61,62).
Pokazano je da je povezanost centralne gojaznosti i smanjenog antioksidativnog
kapaciteta plazme nezavisna od starosti, puSenja, krvnog pritiska, nivoa Secera 1 lipida,
kao 1 da povecanje nivoa oxLDL 1 biomarkera lipidne peroksidacije, prisutno kod
centralne gojaznosti, ne zavisi od indeksa telesne mase (ITM) (63). Gojaznost kao
faktor rizika za nastanak KVB u pogledu povezanosti sa oksidativnim stresom, ima veci
znacaj kod zena u odnosu na muskarce. U studiji koja je ukljucivala viSe od tri hiljade
ispitanika pokazano je da je kod gojaznih Zena (ITM>30) i zena sa povecanom telesnom
masom (25<ITM<30) aktivnost antioksidativnih enzima plazme 10 % niZa od aktivnosti
u kontrolnoj grupi Zena sa normalnom telesnom masom (ITM<25), dok je kod

muskaraca aktivnost u ispitivanoj grupi niza za 6 % u odnosu na kontrolnu grupu (63).
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1.3. Dijetarni faktori u patogenezi kardiovaskularnih bolesti

Veliki broj faktora rizika za nastanak KVB (hiperlipidemija, hiperglikemija,
hipertenzija, gojaznost) povezan je sa nacinom ishrane. Prisustvo faktora rizika za
nastanak KVB povezanih sa ishranom i odgovarajuc¢ih biomarkera najéesce je posledica
dugotrajnih nepravilnih obrazaca u ishrani, odnosno nepravilnog rezima ishrane i
neoptimalne, neizbalansirane dijete. S obzirom na ocigledni uticaj ishrane na
kardiovaskularno zdravlje, koji je posredovan delovanjem na faktore rizika, i sami
obrasci ishrane mogu se posmatrati kao prediktori nastanka KVB (64). Rezultati brojnih
epidemioloskih studija pokazali su povezanost ishrane bogate voéem, povréem i

integralnim Zitaricama sa smanjenjem rizika za nastanak KVB (65,66,67).
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Slika 5. Razlicite grupe fitohemikalija sa izrazenom antioksidativnom aktivnosc¢u
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Povoljno delovanje namirnica u prevenciji KVVB pripisuje se delom nutritivnim
sastojcima (vitaminima, mineralima, dijetarnim vlaknima), ali pre svega nenutritivnim
bioloski aktivnim sastojcima — fitohemikalijama (Slika 5). Ove komponente hrane imaju
razli¢ite mehanizme kardioprotektivnog delovanja, koje ispoljavaju nezavisno ili u
sinergizmu jedni sa drugima. Dalja istrazivanja delovanja fitohemikalija imaju za cilj
potvrdu aktivnosti i nau¢ne zasnovanosti preporuka za ukljucivanja namirnica koje ih
sadrze u sastav optimalne dijete, sa ciljem ocuvanja kardiovaskularnog zdravlja i
primarne, sekundarne i tercijarne prevencije KVB.

Klini¢ka studija koja je ispitivala uticaj razli¢itih obrazaca ishrane na vrednosti
krvnog pritiska, kao vodeceg faktora rizika za KVB, pokazala je da ishrana bogata
vo¢em i povréem dovodi do redukcije klinicki i ambulatorno merenog krvnog pritiska u
odnosu na ishranu sa niskim unosom ovih namirnica. Treba ista¢i da je ovaj efekat
uocen ne samo kod osoba sa hipertenzijom, nego i1 kod onih sa normalnim vrednostima
krvnog pritiska (67). Evropsko drustvo za hipertenziju i Evropsko kardiolosko drustvo
kao prvu strategiju koju treba primeniti kada je hipertenzija dijagnostikovana, navode
promenu nacina zivota. Ovo spada u tzv. nefarmakoloske mere lecenja hipertenzije,
koje obuhvataju smanjenje telesne mase, fizicku aktivnost, ograni¢en unos soli,
zasi¢enih masnih kiselina 1 alkohola, prestanak puSenja, kao 1 ishranu bogatu vo¢em 1
povréem (52).

S obzirom na potencijalnu ulogu oksidativnog stresa u patogenezi
kardiovaskularnih bolesti, povoljno delovanje odredenih obrazaca ishrane na
kardiovaskularno zdravlje moglo bi se pripisati unosu dijetarnih antioksidanasa. Pod
dijetarnim antioksidansima podrazumevaju se supstance u hrani koje znacajno smanjuju
Stetne uticaje reaktivnih vrsta, kao $to su ROS i RNS, na normalne fizioloske funkcije
organizma. Dijetarni antioksidansi mogu delovati neutralizacijom slobodnih radikala i
spreCavanjem lancanih radikalskih reakcija, ali 1 preventivno, odnosno sprecavanjem

formiranja reaktivnih radikalskih vrsta (21).

1.3.1. Polifenoli kao dijetarni antioksidansi

Po zastupljenosti u ljudskoj ishrani polifenoli su najznacajniji dijetarni
antioksidansi i najznacajnija grupa nenutritivnih sastojaka namirnica. Polifenoli ¢ine

najbrojniju 1 najzastupljeniju grupu bioloski aktivnih, sekundarnih metabolita biljaka.
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Prisutni su u veéini namirnica biljnog porekla, ukljucuju¢i voce, povrée, leguminoze,
pojedina biljna ulja, vino i biljne Cajeve. Voée kao Sto su jabuke, kruske, grozde i
razli¢ito bobicasto voc¢e sadrzi i do 200-300 mg polifenola na 100 g sveze mase, dok
Casa vina ili Solja Caja ili kafe sadrzi oko 100 mg (3). Procenjuje se da dijetarni unos
polifenola u evropskim zemljama iznosi 1 g po danu (68,69). To je mnogo vise od
unosa ostalih dijetarnih antioksidanasa uobi¢ajenom ishranom, odnosno 10 puta vise od
prose¢nog unosa vitamina C i 100 puta viSe od unosa vitamina E i karotenoida (68). Do
sada je identifikovano viSe stotina jedinjenja polifenolne strukture prisutnih u
namirnicama, a na osnovu hemijske strukture vecina pripada jednoj od cCetiri 0osnovne
grupe polifenola: fenolnim kiselinama, flavonoidima, stilbenima i lignanima (Slika 6).
Ukupnom dijetarnom unosu polifenola najvise doprinose jedinjenja prve dve grupe,
fenolne kiseline i flavonoidi. Flavonoidi su grupa polifenolnih jedinjenja zajednicke
hemijske strukture koju ¢ine dva aromati¢na prstena povezana sa tri ugljenikova atoma,
koja su deo heterocikli¢nog prstena sa kiseonikom. Osnovne podgrupe flavonoida su
flavonoli, flavoni, izoflavoni, flavanoni, antocijanidini i flavanoli (Slika 6). Fenolne
kiseline obuhvataju derivate hidroksi-benzojeve i hidroksi-cimetne kiseline i
zahvaljuju¢i njithovom visokom sadrzaju u kafi, ¢aju, vocu, voénim sokovima i
Zitaricama, imaju znac¢ajan udeo u ukupnom dijetarnom unosu polifenola.
Antioksidativna aktivnost polifenola, za koju je in vitro pokazano da je veca od
aktivnosti vitamina C i E, zasniva se na njihovoj hemijskoj strukturi i sposobnosti
doniranja vodonikovog atoma, odnosno elektrona (37). Na ovaj nacin ostvaruje se
direktni antioksidativni efekat, uklanjanjem reaktivnih slobodnih radikala. Pri tome se
formira manje reaktivan fenoksi-radikal, koji je stabilizovan delokalizacijom elektrona u

aromati¢nom prstenu (Shema 3).

be[6-b-6-6

Shema 3. Fenoksi-radikal, rezonantna stabilizacija nesparenog elektrona
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Slika 6. Osnovne klase polifenola
( Slika modifikovana prema Scalbert i Williamson, 2000. (68))

Smatra se da polifenoli mogu ispoljiti i indirektno antioksidativno delovanje,
posredovano modulacijom signalnih puteva i ekspresije gena (3,70). Na ovaj naéin,
polifenoli u€estvuju u regulaciji aktivnosti antioksidativnih enzima i povoljno deluju na
zaStitne mehanizme organizma od oksidativnih oSte¢enja. Takode, postoje snazne
indicije da polifenoli svoju zastitnu ulogu ostvaruju i u samim namirnicama, gde preko
neutralizacije slobodnih radikala smanjuju oksidaciju lipida i unos prooksidansa u

organizam (71). Pojedine klase polifenola ponaSaju se kao metalni helatori, odnosno
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formiraju metalne komplekse sa jonima bakra i gvozda, koji su poznati katalizatori
radikalskih reakcija (72).

Polifenoli se odlikuju intenzivnim metabolizmom i malom bioraspolozivo$cu, te
su bioloski efekti polifenola posledica delovanja njihovih metabolita, proizvoda
delovanja metabolickih enzima i mikroflore humanog organizma. Bioraspolozivost
polifenola zavisi od klase kojoj odredeno polifenolno jedinjenje pripada, ali i od
specificne strukture, te se razlike mogu uociti 1 izmedu jedinjenja iste klase. Danas je

identifikovano preko 350 metabolita polifenolnih sastojaka biljaka (73,74).

Antioksidativna aktivnost polifenola potvrdena je i u in vitro sistemima gde je
inkubacija sa polifenolima bogatim ekstraktima dovela do smanjenja oksidativog
ostecenja bioloSkih membrana. Kao grani¢na povrSina izmedu Celije i ekstracelularnog
prostora, membrana predstavlja prvu liniju kontakta slobodnih radikala sa celijom, i
posledi¢no ima vaznu ulogu u odbrani ¢elije. Zastitnu ulogu polifenoli su ostvarili
putem dva mehanizma: indirektno, ,hvatanjem* slobodnih radikala u medijumu i
direktno, ugradnjom u samu c¢elijsku membranu (75,76). Pokazano je, na primer, da
polifenoli stupaju u interakciju sa lipidnom fazom membrane, sa tendencijom da se
inkorporiraju u spoljasnji hidrofilni deo fosfolipidnog dvosloja (77,78). Ova interakcija
delovala je povoljno na zastitu membranskih lipida od oksidacije. Razli¢iti biljni
ekstrakti bogati polifenolima pokazali su ovakav efekat uz utvrdenu doznu zavisnost,
kao 1 zavisnost od sadrZaja 1 specificne strukture polifenola prisutnih u ekstraktima.
Primera radi, visok antioksidativni potencijal ekstrakta jabuke dovodi se u vezu sa
visokim sadrZajem hlorogene kiseline u njemu (76). Promene u strukturi pojedinac¢nih
izolovanih polifenola, kao S§to je glikozilacija, rezultovale su smanjenjem
antioksidativne aktivnosti, usled slabijeg vezivanja dobijenih jedinjenja za membranu
(79). Smatra se da nakon ugradnje u membranu, polifenoli smanjuju nivo oksidativnog
oSte¢enja 1 heliranjem atoma gvozda. Prisustvo karbonilne i1 hidroksline grupe u

strukturi polifenola pokazalo se znac¢ajnim za ostvarivanje ovakvog efekta (78).
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1.4. Aronija (Aronia melanocarpa) — izvor polifenola

Razli¢it biljni materijal ukljucujuéi voée, povrce, uljarice, zitarice, zacine, kao i
razli¢iti delovi biljaka, odnosno listovi, plodovi, korenje i kora, ispitivani su kao
potencijalni izvor polifenola. Medu ispitivanim vrstama, po visokom sadrzaju Sirokog
spektra flavonoida i fenolnih kiselina sa izrazenom antioksidantnom aktivnosc¢u, izdvaja
se bobicasto voée. Najzastupljenije flavonoidne podgrupe su procijanidini, antocijani i
flavonoli, dok su prisutne fenolne Kkiseline derivati nastali hidroksilacijom benzojeve i
cimetne kiseline (79). Pokazano je da ukupni antioksidativni potencijal pojedinacnog
bobicastog vocéa zavisi od strukture prisutnih fenolnih jedinjenja, kao i od njihovog
ukupnog sadrzaja. Ispitivanje koje je obuhvatilo 92 razli¢ita biljna ekstrakta, dobijena
od jestivih 1 nejestivih biljaka, pokazalo je da bobicasto voée poseduje najveci
antioksidativni kapacitet. Ovo se pripisuje visokom sadrzaju polifenolnih jedinjenja
(80). Dalja ispitivanja su pokazala da se medu bobicastim voéem, po antioksidativnoj
aktivnosti odnosno sadrzaju polifenola, izdvajaju plodovi aronije. Takode, pokazano je
da sok dobijen od plodova aronije ispoljava ¢ak i do 4 puta vecu antioksidativnu
aktivnost u odnosu na ostale polifenolima bogate napitke, kao $to su sok od borovnice,

sok od ribizle i crveno vino (81,82).

Aronija (Aronia melanocarpa) pripada familiji Rosaceae i poti¢e iz isto¢nih
delova severne Amerike i isto¢ne Kanade. U Evropi se gaji od pocetka 20. veka, a na
nasim prostorima prisutna je viSe od 50 godina, ali je aronija u §iroj upotrebi samo
poslednjih nekoliko godina. Plod i sok od aronije dobri su dijetarni izvor vitamina C,
organskih kiselina i karotenoida (83). Od polifenolnih jedinjenja naro¢ito su zastupljeni
procijanidini, antocijani i fenolne kiseline. Aronija se smatra najboljim izvorom
antocijana u prirodi i njihov sadrzaj se krece u intervalu 5 000 - 10 000 mg/kg sveze
mase (74). Pokazano je da antocijani predstavljaju 25 % od ukupnih polifenola prisutnih
u plodovima aronije, $to je znacajno vise od sadrzaja ostalih prisutnih klasa polifenola.
U poredenju sa ostalim vrstama bobicastog, ali 1 voca uopSte, spektar prisutnih
antocijana u aroniji je prili¢no jednolican. To podrazumeva prisustvo gotovo iskljucivo
cijanidin-glikozida, i to cijanidin-3-O-glukozida, cijanidin-3-O-galaktozida, cijanidin-3-
O-ksilozida i cijanidin-3-O-arabinozida (Slika 7) (79). Zbog visokog sadrzaja,

antocijani u najvec¢oj meri doprinose ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti plodova, kao 1
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soka dobijenih od njih. Tacnije, antocijani doprinose ukupnoj antioksidativnoj
aktivnosti plodova sa 33 %, dok je doprinos u soku nesto veci i iznosi 42 % od ukupnog
antioksidativnog kapaciteta (84). Procijanidini, prisutni u plodovima aronije, su
oligomerni i polimerni (epi)katehini, nastali asocijacijom viSe monomernih jedinica.
Procijanidini se razlikuju medusobno po konfiguraciji i poziciji veza kojim su
pojedina¢ni monomeri spojeni. U slucaju plodova aronije, procijanidini su gotovo
iskljuc¢ivo tzv. B tipa (C4-C8 veza) sa (-)-epikatehinom kao glavhom monomernom
subjedinicom. Sadrzaj katehinske jedinice iznosi svega 1,5 % (79). Trecu grupu
najzastupljenijih polifenolnih jedinjenja u plodovima aronije ¢ine fenolne kiseline. Kao
glavni prisutni predstavnici ove grupe jedinjenja u plodovima i soku identifikovane su
hlorogena i neohlorogena kiselina. Aronija se medu bobi¢astim vocem smatra najboljim

izvorom ovih kiselina sa 96 mg/100 g sveZe mase (85).

R=Galaktoza = Cijanidin-3-O-galaktozid
R=Arabinoza = Cijanidin-3-O-arabinozid
R=Ksiloza = ' Cijanidin-3-O-ksilozid
R=Glukoza ~ Cijanidin-3-O-glukozid

Hlorogena kiselina

B tip procijanidina od
(-)-epikatehin subjedinica

Slika 7. Aktivni principi plodova aronije
(Slika modifikovana prema Kulling i Rawel, 2008. (83))

24



Uvod

Aktivni principi aronije, tacnije meSavina antocijana, procijanidina i fenolnih
kiselina, predstavljaju jedan od najpotentnijih prirodnih antioksidanasa. Zahvaljujuci
ovome, plodovi aronije i od njih dobijeni proizvodi smatraju se efikasnim u ocuvanju
zdravlja, kao i u stanjima i bolestima asociranim sa oksidativnim stresom. Ovo se
odnosi pre svega na povoljne efekte na kardiovaskularno zdravlje, odrzavanje
normalnih funkcija urinarnog trakta, zastitu od virusa i bakterija, poboljSavanje
memorije i varenja. Takode proizvodi od aronije pokazali su inhibitorno delovanje na
proliferaciju kancerskih ¢elija, kao 1 hepatoprotektivno i antidijabetesno delovanje kroz
smanjenje hiperglikemije i hiperlipidemije (86). U dosadasnjoj literaturi nema podataka
o eventualnim nezeljenim i toksi¢nim efektima plodova, soka ili ekstrakata aronije (87).

Kardioprotektivno delovanje aktivnih principa aronije ispoljava se kroz uticaj na
faktore rizika za nastanak KVB. Ovo je najpre uoceno u in vitro ispitivanjima, u kojima
je pokazano njihovo vazoaktivno i vazoprotektivno dejstvo, kao i zastitno delovanje na
¢elije endotela i funkciju trombocita (88,89). Takode, u animalnim eksperimentalnim
modelima, sok od aronije pokazao je povoljan efekat na hiperlipidemiju, snizavanjem
poviSenih nivoa triglicerida, ukupnog i LDL holesterola (90). Smatra se da je ovakav
efekat, izmedu ostalog, posledica antioksidativnog delovanja, $to je takode potvrdeno u
in vitro uslovima. Tako je u plazmi tretiranoj ekstraktom aronije uocen porast u
ukupnom antioksidativnom kapacitetu, dok je smanjenje stvaranja superoksid-anjon
radikala pokazano u trombocitima zdravih osoba i pacijenata obolelih od karcinoma
dojke (91,92). Povoljni efekti aronije ustanovljeni in vitro, potvrdeni su i pri hroni¢noj
konzumaciji njenih proizvoda kao i suplementaciji izolovanim aktivnim principima kod
ljudi. Rezultati razlicitih interventnih studija pokazali su povoljno delovanje aronije u
prevenciji kardiovaskularnih bolesti smanjenjem nivoa ukupnog holesterola, LDL-a,
oxLDL-a, triglicerida, glukoze, HbAlc, vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog
pritiska, kao i povoljnim delovanjem na postizanje i odrzavanje idealne telesne mase
(93,94). Znacajno smanjenje nivoa triglicerida, ukupnog i LDL holesterola uo¢eno je
nakon 6 nedelja svakodnevne konzumacije soka od aronije kod ljudi sa blagom
hiperholesterolemijom (95). Slicno je potvrdeno i kod ispitanika sa metabolickim
sindromom nakon 2 meseca suplementacije standardizovanim ekstraktom aronije, kod
kojih je zabelezeno i umereno smanjenje nivoa glukoze, homocisteina i fibrinogena

(94). Ove metabolicke promene asocirane su sa smanjenjem poviSenih vrednosti
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sistolnog 1 dijastolnog krvnog pritiska koje je wuoceno kod Iljudi sa
hiperholesterolemijom, obolelin od dijabetesa, kao i kod pacijenata koji su nakon
infarkta miokarda leCeni istovremeno statinima i flavonoidima bogatim ekstraktom
aronije (95,96). Mali broj studija u kojima je ispitivan uticaj hroni¢ne konzumacije
proizvoda od aronije na oksidativni status kod ljudi pokazao je porast u aktivnosti
antioksidativnih enzima eritrocita kao i smanjenje nivoa proizvoda lipidne peroksidacije
(94,97).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Oksidativni stres ima vaznu ulogu u patogenezi kardiovaskularnih i drugih
hroni¢nih nezaraznih bolesti. Epidemioloske studije su pokazale da ishrana bogata
vocem, povréem i integralnim Zzitaricama povoljno deluje u prevenciji kardiovaskularnih
bolesti. Smatra se da je ovo posledica prisustva polifenola u ovim namirnicama, kao
najpotentnijih i najzastupljenijih dijetarnih antioksidanasa. U skladu sa tim osnovni cilj
ove doktorske disertacije je ispitivanje uticaja soka ploda aronije, kao bogatog izvora
polifenola, na pokazatelje oksidativnog statusa i antioksidativne zastite kod zdravih

osoba sa ili bez prisutnih faktora rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti.
Na osnovu ovoga definisani su slede¢i zadaci istrazivanja:

1. Odrediti nivo oksidativnog stresa, antioksidativni status i profil masnih kiselina u
serumu i eritrocitima kod zdravih osoba Zenskog pola bez prisutnih faktora rizika
za nastanak KVB.

2. Odrediti nivo oksidativnog stresa, antioksidativni status i profil masnih kiselina u
serumu 1 eritrocitima kod osoba Zenskog pola sa prisutnhom abdominalnom
gojaznosc¢u sa 1 bez pratecih faktora rizika za nastanak KVB.

3. Odrediti nivo oksidativnog stresa, antioksidativni status i profil masnih kiselina u
serumu i eritrocitima kod osoba sa visokim-normalnim arterijskim krvnim
pritiskom 1 arterijskom hipertenzijom stadijuma 1 sa 1 bez prate¢ih faktora rizika
za nastanak KVB.

4. lspitati uticaj dugotrajne konzumacije soka ploda aronije na markere
oksidativnog stresa i antioksidativnog statusa i profil masnih kiselina u serumu i
eritrocitima zdravih osoba Zenskog pola bez prisutnih faktora rizika za nastanak
KVB.

5. lspitati uticaj dugotrajne konzumacije soka ploda aronije na markere
oksidativnog stresa i antioksidativnog statusa i profil masnih kiselina u serumu i
eritrocitima kod osoba Zenskog pola sa prisutnom abdominalnom gojaznoscu sa i

bez pratecih faktora rizika za nastanak KVB.
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Ispitati uticaj dugotrajne konzumacije soka ploda aronije na markere
oksidativnog stresa i antioksidativnog statusa i profil masnih kiselina u serumu i
eritrocitima kod osoba sa visokim-normalnim arterijskim krvnim pritiskom i
arterijskom hipertenzijom stadijuma 1 sa i bez pratecih faktora rizika za nastanak

KVB.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1. Dizajn humanih interventnih studija

U cilju ispitivanja uticaja dugotrajne konzumacije soka ploda aronije na
markere oksidativnog statusa i profil masnih Kkiselina, sprovedene su tri humane

interventne studije pri ¢emu su ukljucene tri grupe ispitanika i to:

- zdravi ispitanici bez prisutnih faktora rizika za nastanak KVB, koji su ¢inili Grupu I,
- ispitanici sa abdominalnom gojaznos$éu, koji su ¢inili Grupu II i
- ispitanici sa visokim-normalnim krvnim pritiskom ili hipertenzijom stadijuma 1, koji

su ¢inili Grupu IIL

3.1.1. Ispitanici i protokol studije za Grupu |

Grupu I ¢inilo je 29 zdravih osoba Zenskog pola starosti od 25 do 49 godina bez
prisutnih faktora rizika za nastanak kardiovaskularnih boleti. Kriterijum za ukljucivanje
podrazumevao je Zzene sa ITM izmedu 18,5 i 29,9 kg/m? i stabilnom telesnom masom
(bez vecih varijacija u prethodna 3 meseca). Zdravstveni status ispitanika procenjen je
na osnovu anamnestiCkih podataka. Osobe obolele od hroni¢nih bolesti, kao §to su
kardiovaskularne bolesti, dijabetes, kancer, alergije, koje zahtevaju aktivnu
farmakoterapiju, kao ni trudnice, dojilje i Zene u menopauzi ili premenopauzi nisu
ukljuCene. Kriterijumi za iskljuéivanje bili su i upotreba oralnih kontraceptiva,
kortikosteroida, hormona, kao i1 redovno uzimanje antacida 1 laksativa. Takode,
isklju€ene su Zene na redukcionoj dijeti, kao 1 dobrovoljni davaoci krvi koji su u toku 16
nedelja pre pocetka studije donirali krv ili nameravali da daju krv u periodu od 16
nedelja po zavrSetku studije. Od ispitanika je zatraZzeno da se pridrzavaju uobicajenih

zivotnih navika 1 nacina ishrane kao u prethodna 3 meseca.

Protokol studije podrazumevao je dijetarnu intervenciju sokom od aronije (Sok
A) u trajanju od 12 nedelja. Ispitanici su svakodnevno konzumirali 100 mL Soka A, po
savetu uz veéi obrok. Pri tome nije zatraZena restrikcija uobicajenih nutrimenata

prisutnih u ishrani ispitanika. Studija je podrazumevala tri studijske vizite, odnosno tri
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uzorkovanja krvi. Prva poseta oznacavala je pocetak studije, odnosno pocetak perioda
svakodnevne konzumacije soka; druga poseta bila je na sredini interventnog perioda,
odnosno nakon 6 nedelja svakodnevne konzumacije soka, dok je treéa poseta
oznacavala zavrSetak studije. Biohemijski parametri odredivani su samo u pocetnoj i
zavrsnoj tacki, s obzirom da se radilo o zdravim ispitanicima 1 da nisu ocekivane vece
promene u njihovim vrednostima. Svaka studijska poseta podrazumevala je uzorkovanje
krvi, odredivanje osnovnih antropometrijskih parametara, kao i merenje krvnog pritiska.
Svi ispitanici su dali informisani pristanak pre uklju¢ivanja u studiju, a po zavrSetku su

popunili upitnik u cilju prijave eventualnih neZeljenih reakcija na sok.

3.1.2. Ispitanici i protokol studije za Grupu 11

Grupu Il ¢inilo je 20 osoba zenskog pola starosti od 46 do 65 godina. Glavni
Kriterijum za uklju¢ivanje u studiju bila je prisutna abdominalna gojaznost (obim struka
> 88 cm). Zdravstveni status ispitanika ocenjen je na osnovu anamnestickih podataka,
dok su analize pokazale da je veci deo ucesnika imao prisutan jos$ neki od faktora rizika
za nastanak KVB, kao §to su povisen nivo glukoze ili triglicerida, odnosno snizen nivo
HDL holesterola. Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije podrazumevali su prisustvo
dijabetesa tipa I i Il, kardiovaskularnih bolesti, mozdanog insulta, malignih bolesti, kao i
redovna upotreba antacida, laksativa, kortikosterodia i hormona. Dobrovoljni davaoci
krvi sa namerom da daju krv u toku, neposredno pre i po zavrSetku studije, kao i
ucesnici u drugim dijetarnim intervencijama nisu uklju€eni. Kriterijum za iskljucivanje
bila je i alergija ili intolerancija na aroniju i drugo bobicasto voce. Od ispitanika je
zatrazeno da se pridrZavaju uobicajenih Zivotnih navika i optimalnog dijetarnog reZima,
kako bi se ublaZile eventualne varijacije u ishrani koje bi mogle da maskiraju efekte

same intervencije.

Protokol je podrazumevao svakodnevnu kozumaciju 100 mL Soka B u trajanju
od 4 nedelje. Studija se sastojala iz dve studijske vizite, odnosno dva dolaska ispitanika
1 dva uzorkovanja krvi. Prvi dolazak ispitanika odnosio se na sam pocetak studije, za
kojim je sledila svakodnevna konzumacija soka od 4 nedelje, nakon ¢ega je bio drugi

dolazak. Studijski dolazak obuhvatio je merenje antropometrijskih parametara i
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uzorkovanje krvi. Svi ispitanici su dali informisani pristanak pre uklju¢ivanja u studiju,

a po zavrSetku su popunili upitnik u cilju prijave eventualnih nezeljenih reakcija.

3.1.3. Ispitanici i protokol studije za Grupu Il1

Grupu I ¢inile su 23 osobe sa visokim-normalnim arterijskim krvnim pritiskom
(sistolni krvni pritisak 130-139 mmHg i/ili dijastolni 85-89 mmHg), ili hipertenzijom
stadijuma 1 (sistolni krvni pritisak 140-159 mmHg i/ili dijastolni 90-99 mmHg), u
skladu sa podelom preporu¢enom od strane Evropskog druStva za hipertenziju i
Evropskog kardioloskog drustva. Ukljuceno je 23 ispitanika (11 Zena i 12 muskaraca)
starosti od 33 do 67 godina. Osnovni Kkriterijum za uklju¢ivanje u studiju bio je
prisustvo navedenih vrednosti krvnog pritiska bez redovne upotrebe antihipertenzivnih
lekova. Kriterijumi za isklju¢ivanje iz studije podrazumevali su pre svega prisustvo
koronarne bolesti, arterijske fibrilacije, oboljenja bubrega, autoimunih bolesti i upotrebu
lekova kao §to su antiaritmici, antidepresivi, neuroleptici. Kao i u slucaju Grupe I i Il,
dobrovoljni davaoci krvi sa namerom da daju krv u toku, neposredno pre i po zavrSetku
studije, kao 1 ucesnici u drugim dijetarnim intervencijama nisu ukljuceni. Svi ispitanici
potpisali su informisani pristanak a od njih je zatraZzeno da se pridrzavaju uobicajenih

zivotnih navika i rezima ishrane.

Dijetarna intervencija podrazumevala je svakodnevnu konzumaciju 200 mL
Soka A (po savetu u dve doze, 2x100 mL) u trajanju od 4 nedelje. Ispitanici su imali
zakazana dva dolaska (pre pocetka 1 po zavrSetku perioda intervencije) kada im je
uzimana krv i merene vrednosti krvnog pritiska. Arterijski krvni pritisak meren je
ambulatorno, odnosno pomocu prenosivog uredaja koji je registrovao pritisak na svakih
15 minuta u toku 24 h. Pracenje je vrSeno pre pocetka i nakon 4 nedelje redovne
konzumacije soka, da bi se ustanovio eventualni uticaj intervencije na prosecne
vrednosti krvnog pritiska kako u toku celog dana, tako i na prosecne vrednosti u

budnom, odnosno stanju sha.
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3.2. Antropometrijski parametri

Od antropometrijskih parametara merene se telesna masa, visina, indeks telesne
mase (ITM), obim struka, % masnog tkiva, metodom impedance na profesionalnom
analizatoru telesne konstitucije (Tanita SC331S). Indeks telesne mase izraCunavan je na

osnovu telesne mase i visine na osnovu formule ITM= tezina (kg) / (visina(m))?.

3.3. Uzorkovanje krvi

Kod sve tri grupe ispitanika i u svim studijskim dolascima krv je uzorkovana na
taste, nakon najmanje 12 h gladovanja, u ranim jutarnjim ¢asovima (8-9 h). Krv je
uzorkovana u epruvetama bez antikoagulansa, odakle je izolovan serum, i epruvetama
sa etilendiamintetrasiréetnom kiselinom (EDTA) kao antikoagulansom, iz kojih su
izolovani eritrociti. Serum je nakon odvajanja koaguluma, odvojen centrifugiranjem na
2500 rpm 5 minuta. Biohemijske analize su uradene odmah po odvajanju seruma, a
ostatak seruma je podeljen u zapremine od 500 pL i zamrznut na -80 °C za kasnije
analize markera oksidativnog statusa i antioksidativne zastite.

Za izolovanje eritrocita najpre je odvojena plazma iz epruveta sa EDTA
centrifugiranjem na 2500 rpm 5 minuta. Nakon toga eritrociti su isprani tri puta (tri
centrifugiranja na 2500 rpm, 5 minuta) u fizioloskom rastvoru (0,9 % NaCl), potom
podeljeni u zapremine od 500 pL i zamrznuti na -80 °C da bi dalje bili koris¢eni za

analize antioksidativnih enzima i profil masnih kiselina.

3.4. Sok ploda aronije i njegova karakterizacija

Interventne studije su podrazumevale svakodnevnu konzumaciju soka ploda

aronije u trajanju od najmanje 4 nedelje pri ¢emu su koriSc¢eni:

- Sok A: uzimale su ga Grupa I i Grupa IlI;
- Sok B: uzimala ga je Grupa II.
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3.4.1. Sok A

U ispitivanjima delovanja soka ploda aronije na markere oksidativnog statusa i
profil masnih kiselina u Grupi I i Grupi III koris¢en je Sok A, mati¢ni sok od aronije,
komercijalno dostupan, domaceg proizvodaca Conimex trade doo, Srbija. Sok A je
dobijen hladnim cedenjem zrelih plodova aronije, konzervisan isklju¢ivo pasterizacijom
i pakovan bez dodatka aditiva, i po klasifikaciji vazeCeg nacionalnog Pravilnika o
kvalitetu voc¢a i proizvoda od vocéa spada u kategoriju mati¢nih sokova. Za potrebe
studija kori$¢en je sok iz jedne Sarze, odnosno dobijen iz homogene sirovine i samim
tim ujednacenog hemijskog sastava.

Sok A je okarakterisan u pogledu sadrzaja ukupnih polifenola (Tabela 2), kao i
sadrzaja antocijana, kao klase polifenola koja se smatra zasluznom za bioloske
aktivnosti soka od aronije. Takode je odreden i sadrzaj rastvorljive suve materije, kao i

pH vrednost soka. U cilju utvrdivanja antiradikalske aktivnosti primenjen je DPPH test.

Tabela 2. Karakteristike Soka A

Ispitivani parametar Vrednost
Ukupni fenoli (mg /100 mL)” 386 + 9,7
Ukupni antocijani (mg /100 mL)™ 25+1,2

Neutralizacija DPPH radikala

ICs0 (mg/ml) 1,74 + 0,04
Rastvorljiva suva materija (%) 10,94 £ 0,54
pH vrednost 3,35+ 0,07

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija tri merenja.
“Izrazeno kao ekvivalenti galne kiseline (GAE).

“lzrazeno kao ekvivalenti cijanidin-3-glukozida (CGE).

3.4.2. Sok B

U ispitivanjima delovanja soka ploda aronije na markere oksidativnog statusa i
profil masnih kiselina u Grupi II koris¢en je Sok B, mati¢ni sok od aronije,
komercijalno dostupan, domaceg proizvodaca Nutrika doo, Srbija (Tabela 3). Sok B je

proizveden u skladu sa vazeéim pravilnicima o kvalitetu proizvoda od voca,
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mehanickom preradom (homogenizacijom 1 presovanjem) zdravih, tehnoloski zrelih
plodova aronije, konzervisan kratkotrajnom pasterizacijom u trajanju od nekoliko
sekundi na 90 °C i filtriran u cilju dobijanja bistrog soka. Sok B je oboga¢en dodatkom
dijetarnih vlakana (Luralean®, Shimitzu, Japan), koji pripadaju grupi glukomanana i
ocCiS¢eni su od svih enzima koji u drugim proizvodima ove vrste izazivaju izuzetnu
nestabilnost proizvoda. Na ovaj nacin razvijen je proizvod koji je namenjen osobama

sa povecanim ITM, kakvi su bili ispitanici Grupe II.

Tabela 3. Karakteristike Soka B

Ispitivani parametar Vrednost
Ukupni fenoli (mg /100 mL)" 586,7 + 3,3
Ukupni antocijani (mg /100 mL)™ 15,3+0,2

Neutralizacija DPPH radikala

ICs0 (mg/mL) 0,44 £ 0,03
Rastvorljiva suva materija (%) 13,70 £ 0,20
pH vrednost 3,10 £ 0,09

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + standardna devijacija tri merenja.
“Izrazeno kao ekvivalenti galne kiseline (GAE).

“lzrazeno kao ekvivalenti cijanidin-3-glukozida (CGE).

3.4.3. Odredivanje ukupnih fenola

Sadrzaj ukupnih fenola u Soku A i B odredivan je spektrofotometrijski na
osnovu reakcije sa Folin-Ciocalteu (FC) reagensom (98,99). Pre analiziranja sokovi su
razblaZeni destilovanom vodom i centrifugirani. 125 uL radnog rastvora sokova dodato
je u 125 pL FC reagensa i 500 pL destilovane vode. Nakon 6 min dodato je 1,25 mL
natrijum-karbonata (70 g/L). Nakon 90 min inkubacije u mraku na sobnoj temperaturi
izmerena je apsorbancija na 760 nm prema slepoj probi (125 pL destilovane vode
umesto uzorka). U istim eksperimentalnim uslovima izmerena je apsorbancija
reakcionih proizvoda serije razblazenja galne kiseline (0-600 pg/mL) i konstruisana je
standardna kriva. Rezultati su izraZeni kao ekvivalenti galne kiseline (GAE) po 100 mL

soka 1 predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja.
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3.4.4. Odredivanje ukupnih antocijana

Sadrzaj ukupnih antocijana odredivan je primenom pH diferencijalne metode
(100). Uzorci sokova su u odgovaraju¢im razblazenjima rastvoreni u puferu kalijum-
hlorida (pH 1) i acetatnom puferu (pH 4,5). Razblazenja u puferu pH 1 su pravljena tako
da apsorbance na 520 nm budu u opsegu 0,2-1,4. Ista razblazenja pravljena su i u puferu
pH 4,5. Absorbancije dobijenih rastvora su merene na 520 nm i 700 nm.

Sadrzaj ukupnih antocijana izraZen je kao mg ekvivalenta cijanidin-3-glukozida

(CGE) po 100 mL soka, a izracunat je po slede¢oj formuli:

100 x R x Ax Mw
exb

CGE =

u kojoj je:

A = (Agomn = Ao PHL= (Ao = Avconn)PHA5

R - razblaZenje; Mw - relativna molekulska masa cijanidin-3-glukozida (449,2 g/mol);
€ - molarni apsorpcioni koeficijent (26900 L/mol/cm); b - duzina opti¢kog puta (1cm).

Rezultati predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja.

3.4.5. Ispitivanje antiradikalske aktivnosti

Antiradikalska aktivnost ispitivana je merenjem sposobnosti neutralizacije 2,2-
difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH) radikala primenom prethodno opisane metode uz manje
modifikacije (101). Po 100 pL uzoraka (odgovaraju¢a razblazenja Soka A i B)
pomesano je sa 1400 pL 80 uM rastvora DPPH u metanolu. Apsorbancije su o€itane na
talasnoj duzini 517 nm nakon inkubacije od 20 min u mraku. Procenat neutralizacije

DPPH radikala je izracunat po sledec¢oj formuli:

I(%)=Mx100
A

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

Konstruisan je grafik zavisnosti procenta neutralizacije DPPH radikala od
koncentracije soka. Koncentracije koje neutralisu 50% DPPH radikala (ICso) su zatim
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odredene koriS¢enjem algoritma nelinearne regresije. Dobijeni rezultati predstavljaju

srednju vrednost tri odredivanja.

3.4.6. Ispitivanje rastvorljive suve materije i pH vrednosti

Rastvorljiva suva materija je odredivana refraktometrijskom metodom na
konstantnoj temperaturi, koris¢enjem Abbe-ovog refraktometra (Carlo Erba, Italija),
dok je pH vrednost merena pH-metrom (WTW, Nemacka) na sobnoj temperaturi.

Dobijeni rezultati predstavljaju srednju vrednost tri odredivanja.

3.5. Odredivanje parametara oksidativnog stresa U serumu

3.5.1. Odredivanje koncentracije tiobarbiturna Kkiselina reagujucih supstanci
(TBARS)

Intenzitet lipidne peroksidacije predstavljen kao koncentracija tiobarbiturna
kiselina (TBA) reagujucih supstanci (TBARS) odredivan je spektrofotometrijskom
metodom po Giroti i sar. (102). Metoda je zasnovana na reakciji malondialdehida
(MDA) i ostalih TBARS sa TBA na visokoj temperaturi i u kiseloj sredini pri ¢emu
nastaje hromogeni kompleks sa apsorpcionim maksimumom na 535 nm. Princip ove

metode se zasniva na sledecoj reakciji:

O
5 . B " < T/Nj\ Hoji“\rSH
PN I ‘
H H © N ° AN \CH—CH=CH/\/N
H OH
MDA TBA MDA-TBA kompleks

Preciznije, 300 pL seruma pomesano je sa 600 UL TBA reagensa (0,917 mmol/L
trihlorsiréetna kiselina; 2,6 mol/L TBA, 0,25 mol/L HCI u destilovanoj vodi) i
inkubirano u vodenom kupatilu na 100 °C. Nakon hladenja i centrifugiranja (10 min,
10000 g, 4 °C), apsorbancija je o¢itana na 535 nm prema slepoj probi pripremljenoj pod

istim reakcionim uslovima (destilovana voda umesto uzorka seruma). Za izracunavanje
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koncentracije koriS¢ena je kalibraciona kriva konstruisana upotrebom standarda

malondialdehid bis-dimetilacetala koncentracije od 1-10 umol/L.

3.5.2. Odredivanje prooksidativno-antioksidativnog balansa (PAB)

Izvodenje PAB testa omogucava simultano odredivanje prooksidanasa i
antioksidanasa u datom uzorku, a time i merenje postoje¢e ravnoteze izmedu njih.
KoriS¢ena je metoda Alamdaria i1 saradnika (103) uz odredene modifikacije, a
zasnovana je na reakciji hromogena 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB) sa vodonik-
peroksidom i sa antioksidansima (mokra¢nom kiselinom) u isto vreme. Reakcija
vodonik-peroksida i hromogena je enzimski katalizovana enzimom peroksidazom, pri
¢emu oksidovanjem TMB nastaje intenzivno plavo obojeni proizvod. Sa druge strane,
reakcija mokraéne kiseline i hromogena je nekatalizovana hemijska reakcija u kojoj se
TMB katjon redukuje do bezbojnog proizvoda.

Uzorak (10 pL seruma), odnosno standardni rastvor i slepa proba (destilovana
voda), pomeSan je sa 180 pL radnog rastvora i inkubiran 12 minuta na 37 °C, na
tamnom mestu. Nakon inkubacije reakcija je prekinuta dodatkom 40 pL 2 mol/L
hlorovodoni¢ne kiseline, pri ¢emu je dobijena plava boja prevedena u Zzutu.
Apsorbancija je o€itana odmah na 450 nm. Radni rastvor pripremljen je meSanjem 1 mL
TMB katjona i 10 mL TMB rastvora 6 minuta na sobnoj temperaturi i tamnom mestu.

Za pripremu TMB katjona, 1 mL rastvora TMB/DMSO, TMB u dimetil-
sulfoksidu (DMSO) koncentracije 6 mg/mL, je dodat u 50 mL acetatnog pufera (0,05
M; pH 4,5), nakon cega je dodato 175 pL sveze pripremljenog hloramina T (100
mmol/L) i inkubirano 1 sat na 37 °C na tamnom mestu uz stalno mesanje. Nakon
inkubacije dodato je 25 U enzima peroksidaze.

TMB rastvor pripremljen je rastvaranjem 200 pL TMB/DMSO u 10 mL
acetatnog pufera (0,05 M; pH 5,6). Standardni rastvori su pripremljeni meSanjem
razli¢itih odnosa (0-100%) 1 mmol/L H202, sa 6 mM mokraénom kiselinom
(rastvorenom u 10 mM NaOH). Vrednosti PAB-a su izraZene u arbitrarnim jedinicama-
HKU (hidrogen-peroksid komplementarne jedinice), koje predstavljaju procenat H202 u

standradnim rastvorima.
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3.5.3. Odredivanje ukupnog oksidativnog statusa (TOS)

Sadrzaj ukupnih oksidanasa u serumu odredivan je primenom metode koju je
opisao Erel (104). Analiza je zasnovana na oksidaciji fero-jona u feri-jon, koji u
reakciji sa ksilenol-oranzom u kiseloj sredini gradi obojeni kompleks sa apsorpcionim
maksimumom na 560 nm. Kao standard koris¢en je vodeni rastvor vodonik-peroksida
opsega koncentracije 10-200 umol/L. Za izvodenje reakcije pripremljen je reagens
TOS1 rastvaranjem 114 mg ksilenol-oranza i 8,18 g NaCl u 900 mL 25 mM H2SOs, uz
dodatak 100 mL glicerola (pH vrednost TOS1 podesena je na 1,75) i TOS2,
rastvaranjem 1,96 g feroamonijum-sulfata i 3,17 g o-dianizidin-dihidrohlorida u 1000
mL 25 mM H2SO4. Reakcija se izvodi meSanjem 450 pL TOS1 rastvora, 22 pL rastvora
TOS2 i 70 pL seruma, standarda, odnosno destilovane vode, i merenjem apsorbancije

nakon inkubacije od 3-4 min.

3.5.4. Odredivanje ukupnog antioksidativnog statusa (TAS)

Za odredivanje totalnog antioksidativnog statusa u serumu koriS¢ena je metoda
koju je formulisao Erel (105). Metoda je spektrofotometrijska i zasnovana na upotrebi
stabilnog ABTS™ (2,2-azobis(3-etilbenzotiazolidin-6-sulfonat) ) katjona kao hromogena.
Sam rastvor ABTS-a je bezbojan. Oksidacijom do ABTS™ katjona, pomoc¢u vodonik-
peroksida u kiselom medijumu (acetatni pufer 30 mM, pH 3,6) rastvor dobija
karakteristicnu smaragdnu boju. Kada se obojeni ABTS* jon pomeSa sa nekom
supstancom koja moze da se oksiduje (antioksidans), redukuje se do bezbojnog ABTS-a
Sto se menifestuje obezbojavanjem ispitivanog rastvora. Intenzitet obezbojavanja je
srazmeran koncentraciji prisutnih ukupnih antioksidanasa u serumu, a apsorbancija je
merena na talasnoj duZini od 660 nm. Kao standard kori$¢en je hidrosolubilni analog
vitamina E, Trolox (6-hidroksi-2,5,7,8-tetrametilnroman-2-karboksilna kiselina),
rastvoren u fosfatnom puferu (0,03 M, pH 7,4) u koncentraciji od 30 mmol/L. Za
izvodenje analize pripremljeni su 0,4 M acetatni pufer pH 5,8 i rastvor ABTS-a,
pripremljen rastvaranjem 0,549 g ¢vrstog ABTS-a u 100 mL prethodno pripremljenog
rastvora koji ¢ine 30 mL 30 mM acetatnog pufera pH 3,6 i 70 mL 2M rastvora H20..
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3.5.5. Odredivanje koncentracije ukupnih sulfhidrilnih grupa

Ukupni sadrzaj sulfhidrilnih grupa u serumu odredivan je Ellman-ovom
metodom (106), koja se zasniva na reakciji 2,2’-dinitro-5,5’-ditio-benzojeve kiseline
(DTNB) (Slika 8) sa alifati¢nim tiolnim jedinjenjima u baznoj sredini (pH 9), pri ¢emu
se po jednom molu tiola stvara jedan mol p-nitrofenol anjona, koji se potom meri na

talasnoj duzini od 412 nm.

DTNB?*
SH
%@r < —
N
o)
- . o OH
1
O 3
s AP N
~S QO N~
R/ HS o

Slika 8. Princip odredivanja sulfhidrilnih grupa

Za potrebe analize pripremljeni su rastvor DTNB reagensa koncentracije 10
mmol/L u 50 mM fosfatnom puferu pH 7 i pufer pH 9 (0,2 mol/L K:HPQO4, 2 mmol/L
EDTA). Vodeni rastvor redukovanog glutationa (GSH) sluzio je kao standard (u
koncentracionom opsegu od 0,1 mmol/L -1 mmol/L).

3.5.6. Odredivanje aktivnosti enzima PON1

Aktivnost enzima PONI1 odredivana je prema dva razliCita nefizioloSka
supstrata: paraoksonu (paraoksonazna aktivnost) i diazoksonu (diazoksonazna

aktivnost) primenom metode Richtera i Furlonga (107).
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3.5.6.1. Odredivanje paraoksonazne aktivnosti

Odredivanje paraoksonazne aktivnosti zasniva se na delovanju PON1 enzima iz
seruma na supstrat paraokson, pri ¢emu dolazi do konverzije paraoksona do p-
nitrofenola (PNP) i dietilfosforne kiseline (DEP) (Slika 9). Brzina te promene se prati
kineticki merenjem AA/min na 405 nm, gde je karakteristi¢ni apsorpcioni maksimum za

p-nitrofenol koji se u baznoj sredini nalazi u obliku p-nitrofenoksidnog anjona.

0 Fo i
C2H50—$—0~®~N02 \ CzHSO—Fr-OH + HOONOZ
OC,H,

PON1 OC,H,
Paraokson DEP PNP

Slika 9. Razgradnja paraoksona pod dejstvom PON1

Za izvodenje analize pripremljen je radni pufer, koji je sadrzao 2 mol/L NaCl,
0,1 mol/L Tris-HCI, pH 8,51 2 mM CaCl: i diluent pufer koji je sadrzao 10 mM Tris-
HCI, pH 8,5 i 2mM CaCl: i koji je koris¢en za razblazivanje seruma u odnosu 1:10.
Paraokson supstrat je pripremljen rastvaranjem paraoksona u radnom puferu u
koncentraciji od 1,2 mmol/L. Aktivnost enzima izraCunata je na osnovu merenja
AA/min u reakciji izmedu seruma i supstrata koriS¢enjem molarnog apsorpcionog
koeficijenta p-nitrofenola na pH 8,5 koji je iznosio 18000 L/mol/cm. Jedinica enzimske

aktivnosti definisana je kao broj mikromolova stvorenog p-nitrofenola u minutu.

3.5.6.2. Odredivanje diazoksonazne aktivnosti

Odredivanje diazoksonazne aktivnosti se zasniva na delovanju PON1 enzima iz
seruma na supstrat diazokson (diazinon-O-analog), pri ¢emu dolazi do konverzije
diazoksona do 2-izopropil-4-metil-6-hidroksipirimidina (IMHP) i DEP (Slika 10).
Brzina te promene se prati kineticki, merenjem AA/min na 270 nm, gde je
karakteristi¢ni apsorpcioni maksimum za IMHP (Slika 10).

Za izvodenje analize pripremljeni su radni 1 diluent puferi na isti nacin kao za

odredivanje paraoksonazne aktivnosti, s tim §to je diazokson supstrat rastvoren u
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koncentraciji 1 mmol/L, a serum razblazen u odnosu 1:20. Aktivnost je izrazena u U/L,
a izraCunata je na osnovu AA/min i molarnog apsorpcionog koeficijenta IMHP koji je
na pH 8,5 iznosio 3000 L/mol/cm. Jedinica enzimske aktivnosti definisana je kao broj

mikromolova stvorenog p-nitrofenola u minutu.

CH
v \CH3 ® i O_</_\} |
—p- ~P—OH + H
C,H;0 ~P-0 __';u _\_ | cHO-R-0 g

N OC,H =
OC,Hy CH(CH,), PON1 2''s CH(CH,),

Diazokson DEP IMHP

Slika 10. Princip odredivanja diazoksonazne aktivnosti

3.6. Odredivanje aktivnosti antioksidativnih enzima u ertitrocitima

3.6.1. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD)

Aktivnost enzima superoksid-dismutaze (SOD) u eritrocitima merena je
primenom komercijalno dostupnog testa (Randox-Ransod, kat. br. SD125). Odredivanje
SOD aktivnosti ovom metodom zasnovano je na merenju stepena inhibicije produkcije
superoksid-anjona u sistemu ksantin/ksantin-oksidaza. Ksantin-oksidaza (eng. xanthine
oxidase, XO) katalizuje stvaranje O™ (Slika 11) koji dalje reaguje sa 2-(4-jodofenil)-3-
(4-nitrofenol)-5-feniltetrazolijum hloridom (INT), usled ¢ega nastaje crvena formazan
boja sa apsorpcionim maksimumom na talasnoj duzini od 505 nm. Sa druge strane,
SOD prisutna u uzorcima eritrocita katalizuje razlaganje O2 ¢ime se smanjuje
koncentracija nastalog formazan proizvoda, odnosno intenzitet nastale boje.

Nastanak obojenog jedinjenja pracen je kineticki, kontinuiranim merenjem
apsorbancije 3 min na 505 nm i 37 °C da bi se odredila AA/min, a aktivnost SOD
odredena je kao stepen inhibicije stvaranja ovog jedinjenja. Za izraCunavanje je
koriS¢ena kalibraciona kriva zavisnosti % inhibicije od logaritmovane koncentracije
(logC, U/mL) konstruisana na osnovu standardnih rastvora enzima poznate aktivnosti.

Jedinica aktivnosti predstavlja vrednost koja daje 50 % inhibicije.

41



Materijal i metode

ksantin

0, '\/- 20, INT formazan
X0
0, < 20, INT

mokraéna kis. |
S0D

J

O; + H;0,

Slika 11. Princip odredivanja aktivnosti SOD

Procenat inhibicije izracunat je po sledecoj formuli:

AA
%! :100—%&00
min
u kojoj St predstavlja razli¢ite koncentracije standarda, nastale razblazivanjem u diluent
puferu (0,01 M fosfatni pufer, pH 7), dok je So sam diluent pufer, koji daje % inhibicije
nula.

Uzorci, odnosno pakovani eritrociti su razblaZzeni u diluent puferu tako da
procenat inhibicije iznosi izmedu 30 i 60 %. Reakcija je izvodena meSanjem uzorka
(odnosno standarda) i supstrata (ksantin), u koji je potom dodata ksantin-oksidaza i
nakon 30 s apsorbancija je merena u odnosu na vazduh na 505 nm i 37 °C , nakon
svakog minuta u ukupnom periodu od 3 min. Na osnovu standardne krive i izracunatog
procenta inhibicije odredena je aktivnost enzima izrazena u U/mL. Krajnji rezultat

izraZen je na g hemoglobina kao U/gHb.

3.6.2. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze (GPx)

Aktivnost glutationa-peroksidaze (GPx) u eritrocitima merena je primenom
komercijalno dostupnog testa (Randox-Ransel, kat. br. RS 505) koji se zasniva na
metodi koju su dali Paglia i Valentine (108). Princip metode se zasniva na spregnutoj
aktivnosti GPx, koja katalizuje oksidaciju glutationa (GSH) u glutation-disulfid (GSSG)
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uz redukciju organskih hidroperoksida i glutation-reduktaze (GR), koja katalizuje
redukciju GSSG u GSH uz oksidaciju NADPH kao koenzima (Slika 12). Na ovaj nacin
se aktivnost GPx izracunava na osnovu kinetickog prac¢enja pada apsorbancije NADPH

na talasnoj duzini od 340 nm.

GSH
H 202 .\ NADP+
oksido-redukcioni
‘)ﬁ ] ciklus
H0 NADPH H+
GSSG

Slika 12. Princip odredivanja aktivnosti GPx

U reakcionu smeSu dodati su uzorak, organski kumen-hidroperoksid, NADPH i
GR a aktivnost enzima GPx detektovana je spektrofotometrijski pra¢enjem oksidacije
NADPH u NADP*, odnosno pada apsorbancije NADPH na 340 nm. Uzorak pakovanih
eritrocita je najpre razblazen 20 puta, a potom pomesSan sa Drabkinovim reagensom,
tako da je konacno razblazenje bilo 41. U tako pripremljen uzorak dodat je radni
reagens (koji je sadrzao glutation, glutation-reduktazu, NADPH, fosfatni pufer i EDTA)
i rastvor kumen-hidroperoksida. Nakon inkubacije od 1 min izmerena je inicijalna
apsorbancija, i merena je dalje simultano na svakih 30 s u trajanju od 2 min, na 340 nm i
37°C.

Aktivnost GPx izraCunata je na osnovu izmerene AA/min, umanjene za vrednost
slepe probe, koja je umesto uzorka sadrzala destilovanu vodu, uz upotrebu molarnog
apsorpcionog koeficijenta NADPH, koji na 340 nm iznosi 6220 L/mol/cm. Jedinica
enzimske aktivnosti GPx definiSe se kao broj nanomolova oksidovanog NADPH u
minuti (nmol NADPH/min), a aktivnost GSH-Px u ispitivanim uzorcima izraZena je u

jedinicama po gramu hemoglobina (U/gHDb).
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3.6.3. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost katalaze u eritrocitima merena je metodom koju je opisao Aebi (109)
zasnovanoj na sposobnosti ovog enzima da razgraduje vodonik-peroksid do vode i
molekulskog kiseonika. Smanjenje koncentracije vodonik-peroksida praéeno je
smanjenjem apsorbancije na 230 nm, pri ¢emu je jedna jedinica aktivnosti definisana
kao aktivnost enzima potrebna za razgradnju 1 pmol vodonik-peroksida za 60 s na 25°C.

Uzorak je pripremljen tako Sto je u 50 uL hemolizata eritrocita (1:1) dodato 50
pL etanola i 5 mL vode i inkubirano 10 min na 37 °C. 5-10 pL tako pripremljenog
uzorka sipano je direktno u kvarcnu kivetu, dodato je 50 pL 1 M Tris pufera pH 81 1
mL 10 mM H20. u Tris puferu. Pad apsorancije pracen je 3 minuta i odredena AA/min,

a aktivnost enzima izrazena je po g hemoglobina i izra¢unata prema jednacini:

100x R xdA

CAT=—————
HbxV x0,071

gde je: dA - srednja vrednost promene apsorbancije u minutu, R - faktor razblazenja
(101), Hb - koli¢ina hemoglobina u hemolizatu (g/100mL), V - zapremina uzorka u mL
1 0,071 milimolarni apsorpcioni koeficijent vodonik-peroksida.

3.6.4. Odredivanje koncentracije hemoglobina

Aktivnost antioksidativnih enzima u eritrocitima izraZzena je u jedinicama po g
hemoglobina. Za odredivanje koncentracije hemoglobina u uzorcima primenjena je
kolorimetrijska cijanomethemoglobinska metoda sa Drabkinovim reagensom (110).
Princip ove metode zasnovan je na oksidaciji hemoglobina u prisustvu alkalnog
kalijum-fericijanida do methemoglobina, koji potom reaguje sa kalijum-cijanidom i
formira cijanomethemoglobin sa apsorpcionim maksimumom na 540 nm. Za
odredivanje je koriS¢en komercijalno dostupan Drabkin reagens, koji sadrzi kalijum-
fericijanid i kalijum-cijanid. Postupak se sastojao u slede¢em: 20 pL pakovanih
eritrocita je pomesano u epruveti sa 5 mL Drabkin reagensa, a apsorbancija je oCitana

nakon 3-5 min na 540 nm koriste¢i Drabkin reagens kao slepu probu.
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Sadrzaj hemoglobin u g/L odreden je na osnovu molarnog apsorpcionog

koeficijenta prema sledecoj jednacini:

_ 16114 x 5,02
Hemoglobin = A X —————— , odnosno:
11000 x 0,02

Hemoglobin = A X 368

gde je: A - apsorbancija, 16114 g/mol - relativna molekulska masa hemoglobina, 11000
L/mol/cm - molarni apsorpcioni koeficijent, 5,02 mL — ukupna zapremina, 0,02 mL —

zapremina pakovanih eritrocita.

3.7. Odredivanje profila masnih Kiselina u fosfolipidima membrane

eritrocita

Za analizu profila masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita, najpre su
ukupni lipidi ekstrahovani iz pakovanih eritrocita, a potom razliCite klase lipida
razdvojene primenom tankoslojne hromatografije na silika-gelu. Na taj nacin odvojeni
su fosfolipidi od ostalih lipidnih klasa, a relativni sadrZzaj masnih kiselina nakon

metilacije odreden je na gasnom hromatografu.

3.7.1. Ekstrakcija ukupnih lipida eritrocita

Za ekstrakciju ukupnih lipida iz eritrocita primenjena je metoda koju su opisali
Rose 1 Oklander (111) uz koriS¢enje hloroforma i izopropanola kao rastvaraca. 500 pL
pakovanih eritrocita prebaceno je u staklene epruvete i pomeSano sa istom zapreminom
destilovane vode. Nakon stajanja od 15 min u smes$u je dodavan izopropanol u 4 porcije
u toku sat vremena uz meSanje na vorteksu tako da je ukupna zapremina dodatog
rastvaraca bila 11 puta veca od pocetne zapremine eritrocita (odnosno iznosila je 5,5
mL). Nakon toga dodata je 7 puta veca zapremina hloroforma od pocetne zapremine
pakovanih eritrocita, odnosno 3,5 mL hloroforma (koji je sadrzao 5 mg/100 mL butil-
hidroksitoluena, BHT). SadrZaj je ostavljen sat vremena uz povremeno meSanje na
vorteksu da bi se lipidi ekstrahovali. Konacno, sadrzaj je profiltriran i dobijeni lipidni

ekstrakti upareni do suva na vakuum uparivacu.
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3.7.2. Razdvajanje lipidnih klasa TLC hromatografijom

Fosfolipidi eritrocita izolovani su jednodimenzionalnom tankoslojnom
hromatografijom (TLC) na silika gelu GF2s4 debljine 0,5 mm. Totalni lipidni ekstrakt
dobijen iz 0,5 mL eritrocita nanesen je na plocu u vidu linije duzine oko 3 c¢m, na visini
2 c¢cm od donje ivice ploce, koja je prethodno aktivirana na 110 °C u toku sat vremena.
Kao sistem za razdvajanje koriS¢ena je smeSa petroletar-dietiletar-siréetna kiselina

(87:12:1 viviv). Razdvojene frakcije lipida identifikuju se pod UV lampom (Slika 13).

Estri holesterola

Trighceridi

Holesterol

il

Digliceridi

—Fostbhmdj

Slika 13. TLC hromatogram izolovanih lipida

3.7.3. Metilovanje masnih kiselina

Masne kiseline su esterifikovane po modifikovanoj metodi transesterifikacije
Christopherson i Glass-a (112).

Frakcija fosfolipida izdvojena na TLC ekstrahovana je sa odgovarajuceg sloja
silika gela sa 1,5 mL n-heksana. Posle mesanje na vorteksu, dodato je 0,2 mL 2 mol/L
NaOH u metanolu. Epruvete su inkubirane u termostatu na 85 °C u toku jednog sata.
Nakon toga, u hidrolizat je dodato 0,2 mL 1mol/L H.SOs u metanolu i epruvete su
termostatirane na 85 °C dva sata. Nakon hladenja smesa je centrifugirana na 3000

obrtaja/min 10 minuta nakon ¢ega je heksanski sloj uparen do suva u struji azota.
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3.7.4. Analiza masnih kiselina gasno-te¢nom hromatografijom

Masne kiseline fosfolipida su analizirane gasno-te¢nom hromatografijom na
gasnom hromatografu Shimadzu GC 2014 sa plamenojonizacionim detektorom na Rtx
2330 koloni (dimenzija 60 m x 0,25 mmID, debljina 0,2 um, Restek, Bellefonte, PA).
Protok noseceg gasa (helijuma) iznosio je 5 mL/min, protok vazduha 320 mL/min, a
vodonika 30 mL/min. Temperatura detektora je podesena na 260 °C, a injektora na 220
°C. Adekvatno razdvajanje postignuto je nakon 50 minuta, pri ¢emu je inicijalna
temperatura kolone od 140 °C odrzavana 5 min, a potom podignuta do 220 °C brzinom
3 °C/min i odrzavana na finalnoj temperaturi 20 minuta. Identifikacija metil-estara

masnih kiselina izvedena je poredenjem sa hromatogramom standarda masnih kiselina.

Sadrzaji pojedinacnih masnih kiselina, ukljucuju¢i masne kiseline od C16:0 do
C22:6n-3, izrazeni su u procentima od ukupno detektovanih masnih kiselina na osnovu
povrsine njihovih pikova. Na osnovu sadrzaja pojedina¢nih masnih kiselina odreden je
sadrzaj ukupnih zasi¢enih masnih kiselina (eng. saturated fatty acids, SFA) kao zbir
relativnih sadrzaja palmitinske (C16:0) i stearinske (C18:0) masne kiseline, dok je
sadrzaj ukupnih mononezasi¢enih masnih kiselina (eng. monounsaturated fatty acdis,
MUFA) izracunat kao zbir relativnih sadrzaja palmitoleinske (C16:1n-7), oleinske
(C18:1n-9) i vakcenske masne kiseline (C18:1n-7).

Zastupljenost polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA) predstavljena je
sadrzajem ukupnih PUFA, odnosno zbirom pojedinac¢nih sadrzaja C18:2n-6, C20:3n-6,
C20:4n-6, C22:4n-6, C20:5n-3, C22:5n-3 i C22:6n-3, kao i sadrzajem n-3, odnosno n-6
PUFA, koji se odnosio na zastupljenost PUFA u zavisnosti od poloZzaja nezasi¢ene veze.
Takode, odredivan je i indeks nezasi¢enosti (eng. unsaturation index), definisan kao
stepen nezasi¢enosti masnih kiselina, a izracunat kao prosecan sadrZaj nezasicenih veza

po masnoj kiselini (113).
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3.8. Statisticka obrada podataka

Kod Grupe I, za analizu normalno distribuiranih podataka primenjena je analiza
varijanse (ANOVA) za ponovljena merenja sa Bonferoni post hoc testom, a podaci su
prikazani kao srednja vrednost £ SD. Za parametre koji nisu sledili normalnu
distribuciju, logaritamska transformacija je primenjena pre poredenja i podaci su
predstavljeni kao geometrijska sredina sa 95% intervalom pouzdanosti. Fridmanova
ANOVA (eng. Friedman ANOVA) je primenjena ukoliko podaci nisu sledili normalnu
raspodelu 1 nakon logaritamskih transformacija. U tom slucaju, za prikaz je koriS¢ena
medijana i interval: 5-ti - 95-ti percentil.

Kod Grupe Il i Grupe Ill, podaci koji su sledili normalnu raspodelu analizirani
su Student t-testom za razliku parova i prikazani su kao srednja vrednost + SD. Kada
nisu sledili normalnu distribuciju, podaci su analizirani nakon logaritamske
transformacije i prikazani kao geometrijska sredina sa 95% intervalom pouzdanosti.
Vilkoksonov test oznacenih rangova primenjen je u sluc¢aju odstupanja od normalne
distribucija i nakon logaritamske transformacije. U tom slucaju, podaci su prikazani kao
medijana i interval: 5-ti - 95-ti percentil.

Sapiro-Vilk test je koris¢en za ispitivanje normalne distribucije podataka.

Pirsonov koeficijent korelacije je koriS¢en za utvrdivanje povezanosti izmedu
aktivnosti antioksidativnih enzima i profila masnih kiselina u eritrocitima.

Minimalan uslov za postojanje statisticke znacajnosti definisan je p vrednoScu

(nivoom znacajnosti) manjom ili jednakom 0,05 (p<0,05).
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4. REZULTATI

Rezultati

4.1. Uticaj konzumacije Soka A na markere oksidativnog stresa i profil

masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u

Grupi |

4.1.1. Osnovne karakteristike i biohemijski parametri ispitanika u Grupi |

Tabela 4. Osnovne karakteristike i biohemijski parametri ispitanika u Grupi | na

pocetku studije i posle 12 nedelja konzumacije Soka A

Bazalni status 12 nedelja vrec!ljnost

Broj ispitanika 29

Starost 351+7,8

Indeks telesne mase (kg/m?) 22,8+4,0 22941 0,303
Sistolni krvni pritisak (mmHg) 119,0 £ 10,6 116,4 £ 16,1 0,344
Dijastolni krvni pritisak (mmHg) 72,6 +8,4 71,6 £9,6 0,694
Holesterol (mmol/L) 508+1,16 5,03+1,04 0,566
HDL holesterol (mmol/L) 1,52 +0,30 1,52 +0,31 0,990
LDL holesterol (mmol/L) 3,15+ 1,05 3,13+0,92 0,821
Trigliceridi (mmol/L) 0,90 £ 0,39 0,81+ 0,37 0,121
Glukoza (mmol/L) 4,44 +£0,44 4,42 +0,48 0,573
Urea (mmol/L) 3,8+0,81 4,14 +1,16 0,231
Kreatinin (umol/L) 62,31 + 4,61 65,51 +4,31 <0,05
Mokra¢éna kiselina (umol/L) 192,24 + 35,54 205,45 + 47,42 0,079
ALT (U/L) 17,79 + 9,44 16,96 + 8,04 0,664
AST (U/L) 19,90 + 4,38 19,17 + 5,47 0,479
Gvozde (umol/L) 18,64 + 8,46 15,82 + 7,77 0,111

Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD.
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Osnovne Kkarakteristike ispitanika u Grupi | zajedno sa vrednostima osnovnih
biohemijskih parametara u pocetnoj i zavrsnoj tacki prikazane su u Tabeli 4.

Konzumacija soka od aronije u trajanju od 12 nedelja nije uticala na biohemijske
parametre, odnosno njihove vrednosti nisu se statisticki zna¢ajno promenile. Ovo je i

bilo o¢ekivano s obzirom da se radilo o zdravim ispitanicima kod kojih su pre pocetka

intervencije, kao i po zavrsetku biohemijski pokazatelji bili u referentnom intervalima.

4.1.2. Parametri oksidativnog stresa u serumu ispitanika u Grupi |

Uticaj konzumacije Soka A u Grupi | na parametre oksidativnog stresa, odnosno

pokazatelje oksidativnog oStecenja i antioksidativnog statusa u serumu, pracen je nakon

61 12 nedelja od pocetka intervencije, a rezultati su prikazani u Tabeli 5.

Tabela 5. Parametri oksidativnog stresa u serumu ispitanika u Grupi | na pocetku
studije, posle 6 i 12 nedelja konzumacije Soka A

Bazalni status 6 nedelja 12 nedelja P
vrednost

TBARS (umol/L)" 0,90 +0,17 0,32 +0,28 0,43 +0,23¢2 <0,0001
PAB (HKU)" 120,78 £ 13,31 109,16 + 16,352 110,98 + 20,54 <0,01
TOS (umol/L)™ | 9,7(8,59-18,14) | 8,3(5,39-12,46)* | 9,8(7,19-14,94)° | <0,0001
TAS (mmol/L)™ | 0,81(0,62-0,94) | 0,83(0,63-0,91) | 0,74 (0,62-0,88)** | <0,05
SH grupe ) ) a )
(mmol/L)” 0,64 (0,53-0,68) | 0,53(0,47-0,81) 0,54 (0,42-0,85) <0,01
Diazoksonazna | 400 07 4 60163 | 23684+ 604,37 | 2801,96+ 73910 | <001
aktivnost (U/L)
Paraoksonazna i i a ) b
aktivnost (U/L)" 174 (111,3-1031,4) |160 (84,75-821,65)?| 166 (101,8-878,05)° | <0,0001

“Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD.
“*Podaci su prikazani kao medijana (5-ti - 95-ti percentil).
2 Statisticki znacajna razlika u odnosu na vrednosti pre pocetka intervencije (bazalni status).
b Statisti¢ki znacajna razlika u odnosu na vrednosti nakon 6 nedelja konzumacije soka.
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Kao $to je prikazano, zabelezeno je statisticki znac¢ajno smanjenje (p<0,0001)
TBARS kao indeksa lipidne peroksidacije nakon 6 i 12 nedelja konzumacije Soka A u
odnosu na bazalni status. Takode, intervencija je rezultovala i smanjenjem PAB, pri
¢emu je ovo smanjenje bilo statisticki znac¢ajno nakon 6 nedelja (p<<0,01) od pocetka
konzumacije. Vrednost PAB na kraju interventnog perioda bila je niza u odnosu na
bazalni status, ali ta razlika nije bila statisticki znacajna. Ukupni oksidativni status
(TOS) je isto tako smanjen nakon 6 nedelja, $to je bilo statisticki znacajno (p<0,0001).
Vrednost TOS je porasla do kraja intervencije, statisticki znacajno u odnosu na vrednost
nakon 6 nedelja (p<0,01). Ipak, vrednost TOS nakon 12 nedelja konzumacije Soka A
nije se razlikovala u odnosu na bazalni status.

Medu prac¢enim cCiniocima antioksidativne zasStite, zabeleZzeno je smanjenje
sadrzaja SH grupa, koje je bilo znacajno (p<0,01) nakon 6 nedelja. Ovo je bilo praceno
smanjenjem ukupnog antioksidativnog statusa, odnosno vrednost TAS na Kkraju
interventnog perioda bila je statisticki znacajno niza u odnosu na vrednost nakon 6
nedelja svakodnevne konzumacije Soka A, kao i u odnosu na bazalni status (p<0,01). Sa
druge strane, porast diazoksonazne aktivnosti, odnosno PON1 aktivnosti prema
diazoksonu kao supstratu, uocen je na kraju interventnog perioda. Tacnije, aktivnost
izmerena nakon 12 nedelja konzumacije soka bila je statisticki znacajno ve¢a u odnosu
na bazalnu aktivnost, kao i aktivnost izmerenu na sredini interventnog perioda (p<0,01).
Aktivnost PON1 prema paraoksonu, bila je nepromenjena na kraju interventnog perioda
u odnosu na bazalni status. Ipak, paraoksonazna aktivnost bila je statisti¢ki znacajno
niza nakon 6 nedelja konzumacije Soka A u odnosu na pocetnu vrednost (p<0,0001), da
bi se do kraja intervencije vratila na nivo koji nije bio statisticki znac¢ajno razli¢it od

bazalne aktivnosti.

4.1.3. Aktivnost antioksidativnih enzima u eritrocitima ispitanika u Grupi |

Uticaj konzumacije Soka A na antioksidativni status praden je i merenjem
aktivnosti antioksidativnih enzima u eritrocitima ispitanika u Grupi . Dobijeni rezultati

prikazani su u Tabeli 6 i graficima na Slici 14.
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Slika 14. Grafi¢ki prikaz aktivnosti antioksidativnih enzima u eritrocitima ispitanika u
Grupi I na pocetku studije, posle 6 i 12 nedelja konzumacije Soka A. Za Gpx i CAT
podaci su prikazani kao aritmeticka sredina = SD; za SOD podaci su prikazani kao
geometrijska sredina i 95% interval pouzdanosti.

Tokom interventnog perioda zabelezena je stimulacija  aktivnosti
antioksidativnih enzima eritrocita, koja je rezultovala statisticki znaCajno vecom
aktivnos¢u SOD na kraju studije u odnosu na pocetak intervencije (p<0,01), ali i u
odnosu na aktivnost nakon 6 nedelja konzumacije Soka A (p<0,01). ZabeleZen je porast
aktivnosti enzima GPx koji je bio statisticki znacajan (p<0,05). Tac¢nije, aktivnost GPx
posle 12 nedelja redovne konzumacije Soka A bila je znacajno visa u odnosu na
aktivnost pre pocetka intervencije. U slucaju aktivnosti katalaze, nisu zabeleZene

statisticki znacajne promene (p=0,594).
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Tabela 6. Aktivnost antioksidativnih enzima u eritrocitima ispitanika u Grupi | na
pocetku studije, posle 6 1 12 nedelja konzumacije Soka A

Bazalni status 6 nedelja 12 nedelja P
vrednost
= | 1414,85 (1243,50- | 1405,30 (1239,66- | 2168,12 (1712,56-
SOD (U/gHb) 1609,19) 1593,09) 2744,87) <0.01
GPx (U/gHb)" 37,35 + 14,19 43,40 + 14,14 46,87 + 11,90 <0,05
CAT (kU/gHb)" | 71,15+ 14,02 71,89 + 12,03 73,58 + 11,97 0,594

“Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD.

“Podaci su prikazani kao geometrijska sredina i 95% interval pouzdanosti.

2 Statisticki znacajna razlika u odnosu na vrednosti pre pocetka intervencije (bazalni status).
b Statisticki znacajna razlika u odnosu na vrednosti nakon 6 nedelja konzumacije soka.

4.1.4. Profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u
Grupi |

Profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u Grupi |
odredivan je pre pocetka intervencije (bazalni status) kao i nakon 6, odnosno 12 nedelja
redovne konzumacije Soka A. Rezultati su prikazani u Tabeli 7.

U slucaju zastupljenosti ukupnih PUFA (Slika 15), ¢iji je relativni sadrzaj pracen
kao pokazatelj nivoa oksidativnog oStecenja lipida, zabelezen je porast, koji je bio
statisti¢ki znacajan (p<0,05) nakon 12 nedelja svakodnevne konzumacije soka. U skladu
sa ovim, indeks nezasi¢enosti, koji predstavlja prosecni sadrzaj nezasi¢enih veza, bio je
znacajno visi (p<0,05) na kraju interventnog perioda u odnosu na vrednost pre pocetka
konzumacije soka.

Statisticki znacajno smanjenje (p<0,01) zabeleZeno je u sadrzaju oleinske
kiseline (C18:1n-9), §to je praceno smanjenjem i ukupnih mononezasi¢enih masnih
kiselina (MUFA). Takode, znacajno je smanjen i odnos n-6/n-3 masnih kiselina
(p<0,001). Ovakav rezultat proistekao je i iz statistiCki znaCajnog porasta sadrzaja
ukupnih n-3 masnih kiselina (p<0,01), odnosno sadrzaja najzastupljenije pojedinacne n-
3 masne kiseline, C22:6n-3 (p<0,01). Ove promene bile su statisti¢ki znacajne kako na
Kraju interventnog perioda, tako i nakon 6 nedelja konzumacije Soka A, u odnosu na

bazalni status. Sadrzaj ukupnih, kao i pojedina¢nih n-6 masnih kiselina nije se statisticki
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znacajno menjao, osim u slucaju C18:2n-6, Ciji je sadrzaj znacajno porastao na kraju

intervencije u odnosu na sadrzaj zabeleZen nakon 6 nedelja (p<0,01).

Tabela 7. Profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u Grupi
| na pocetku studije, posle 6 i 12 nedelja konzumacije Soka A

MK (%0) Bazalni status 6 nedelja 12 nedelja vreclrnost
SFA 40,75+2,43 | 4142+288 | 4017+193 | 0,147
16:0 2149+149 | 2087+159 | 2092+138 | 0264
18:0 1926+1,80 | 2055+200° | 1925+143 | <0,01
MUFA 1558+129 | 1468+107° | 1475+149* | <0,01
16:1n-7 0,25+ 0,05 0,29 + 0,09 0,25 + 0,06 0,06
18:1n-9 1399+137 | 1291+107 | 1313+153* | <0,01
18:1n-7 1,33 40,28 1,46 + 0,19 1,36 + 0,25 0,096
n-6 PUFA 3808+2,17 | 3750+310 | 3879+191 | 0,061
18:2n-6 1399+136 | 1344+123 | 1424+1,08° | <001
20:3n-6 2,04 + 0,51 1,92 + 0,49 2,09 + 0,62 0,295
20:4n-6 1780+135 | 1764+169 | 1826+138 | 0,225
22:4n-6 4,23+ 0,74 4,49 + 0,86 4,19 +0,88 0,135
n-3 PUFA 5,59 + 1,15 6,40 + 1,342 630+1122 | <001
20:5n-3 0,28 + 0,03 0,34 + 0,03 0,32 +0,03 0,124
22:5n-3 1,50 + 0,22 1,69 + 0,46 1,58 + 0,24 0,064
22:6n-3 3,81 + 0,89 437+104° | 4394094 | <001
PUFA 4367+213 | 4390+322 | 4508+196° | <0,05
n-6/n-3 7,04+1,78 6,15 + 1,59° 639 +141% | <0,001
Lr;(iil;isc’enosti 170,18 +8,01 | 172,23+12,05 | 17494+7,98 | <0,05

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + SD. MK - masne kiseline
2 Statisticki znacajna razlika u odnosu na vrednosti pre pocetka intervencije (bazalni status).

b Statisti¢ki zna¢ajna razlika u odnosu na vrednosti nakon 6 nedelja konzumacije soka.
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Slika 15. Relativni sadrzaj PUFA u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u
Grupi | na pocetku studije, posle 6 i 12 nedelja konzumacije Soka A. Podaci su
prikazani kao aritmetic¢ka sredina + SD.

Pojedini autori predlazu sumu relativnih sadrzaja EPA i DHA u eritrocitima kao
potencijalni marker i prediktor nastanka koronarne bolesti, zasnovano na ¢injenici da
membrana eritrocita reflektuje sadrzaj n-3 masnih kiselina u membranama kardiocita.
Stoga je pracen uticaj konzumacije Soka A i na ovaj parametar, koji se naziva omega-3
indeks. Kao rezultat uocen je statisticki znacajan porast i to nakon 6 (p<0,01), kao i
nakon 12 nedelja (p<0,01) redovne konzumacije Soka A (Slika 16). Vrednosti pre
pocetka konzumacije soka, nakon 6 nedelja 1 nakon 12 nedelja svakodnevne

konzumacije soka su iznosile redom: 4,09 + 1,00 %; 4,71 £ 1,14 %; 4,71 £ 1,04 %.

0 : B : = :
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status nedelja nedelja

Slika 16. Omega-3 indeks ispitanika u Grupi I na pocetku studije, posle 6 i 12 nedelja
konzumacije Soka A. Podaci su prikazani kao aritmetic¢ka sredina + SD.
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4.1.5. Korelacije aktivnosti antioksidativnih enzima i profila masnih Kiselina u

fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u Grupi |

Imaju¢i u vidu uoceni efekat konzumacije soka od aronije na aktivnost
antioksidatinih enzima sa jedne strane i relativni sadrzaj masnih kiselina u fosfolipidima

membrane eritrocita, ispitivana je povezanost izmedu ovih parametara (Slikal7).
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Slika 17. Korelacije aktivnosti GPx i relativnog sadrzaja PUFA, indeksa nezasiéenosti,
n-6 PUFA, n-3 PUFA kod ispitanika u Grupi I; A- razlika izmedu bazalnih vrednosti i
vrednosti nakon 12 nedelja konzumacije Soka A, r-Pirsonov korelacioni koeficijent.

Rezultati ovih analiza pokazali su znacajnu korelaciju izmedu efekta na
aktivnost glutation-peroksidaze i sadrzaja odredenih masnih kiselina. Preciznije,

korelacija je zabeleZena izmedu promena u aktivnosti enzima koje su definisane kao

56



Rezultati

razlike izmedu aktivnosti nakon 12 nedelja konzumacije Soka A i aktivnosti pre pocetka
intervencije, sa jedne strane i promena u statusu pojedinih masnih kiselina sa druge.
Pozitivne korelacije, koje su bile statisticki znacajne dobijene su su za promenu u
sadrzaju ukupnih PUFA (p=0,004), n-3 PUFA (p=0,021), n-6 PUFA (p=0,016), kao i za
promenu u indeksu nezasi¢enosti (p=0,007). U slucaju efekta na aktivnost superoksid-

dismutaze i katalaze, nisu dobijene statisticki znacajne korelacije.

4.2. Utica] konzumacije Soka B na markere oksidativnog stresa i u

Grupi 11

Uticaj konzumacije Soka B na markere oksidativnog stresa i profil masnih
kiselina ispitivan je kod osoba Zenskog pola sa abdominalnom gojazno$¢u kao glavnim
faktorom rizika za nastanak KVB. Studija je dizajnirana tako da je podrazumevala
svakodnevnu konzumaciju 100 mL Soka B u trajanju od 4 nedelje. Analizirani
parametri obuhvatali su markere oksidativnog statusa i1 antioksidativne zastite u serumu

I eritrocitima i profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita.

4.2.1. Osnovne Kkarakteristike, biohemijski i antropometrijski parametari

ispitanika u Grupi 11

Osnovne karakteristike ispitanika, ukljucuju¢i biohemijske parametre, pre
pocetka i na kraju interventnog perioda predstavljene su u Tabeli 8.

Efekti svakodnevne konzumacije Soka B na vrednosti biohemijskih parametera
ukazali su na tendenciju smanjenja vrednosti holesterola, kako ukupnog tako i LDL i
HDL holesterola, a vrednost je bila statisticki znacajno niza na kraju interventnog
perioda samo za HDL holesterol (p<0,05). Takode, zabelezeno je statisticki znacajno

snizenje Sistolnog krvnog pritiska (p=0,05).
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Rezultati

Tabela 8. Osnovne karakteristike i biohemijski parametri ispitanika u Grupi Il na
pocetku studije 1 posle 4 nedelje konzumacije Soka B

Bazalni status 4 nedelje vredpnost

Broj ispitanika 20

Starost 53,0+5/4

Telesna masa (kg) 96,1+12,3 93,9+10,7 0,075
Sistolni krvni pritisak (mmHg) 125,6 £ 16,5 119,3+ 15,0 0,05
Dijastolni krvni pritisak (mmHg) 82,6 +10,0 79,2+9,0 0,225
Holesterol (mmol/L) 6,28 +1,41 5,92 +1,06 0,164
HDL holesterol (mmol/L) 1,26 £ 0,32 1,18 £ 0,33 <0,05
LDL holesterol (mmol/L) 4,05 £1,32 3,80+£1,0 0,164
Trigliceridi (mmol/L) 2,05+ 0,89 2,05+1,23 0,717
Glukoza (mmol/L) 6,45+ 2,01 6,0+£1,38 0,137
Urea (mmol/L) 5,10+ 1,65 4,45 £+ 1,00 0,085
Kreatinin (umol/L) 62,50 + 13,33 65,35 + 14,20 0,224
Mokraéna kiselina (umol/L) 321,05+61,96 | 369,50 + 79,01 <0,05
ALT (U/L) 24,00 £ 6,13 26,79+ 9,23 0,197
AST (U/L) 24,47 +11,92 23,47 £ 5,93 0,686
Gvozde (umol/L) 15,75 + 5,27 14,90 + 5,52 0,567

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + SD.

Kod ispitanika Grupe II, praten je efekat konzumacije soka B na
antropometrijske parametre (Tabela 9). Redovna konzumacija soka B u trajanju od 4
nedelje rezultovala je u statisticki zna¢ajnom smanjenju obima struka (p<0,0001) i ITM
(p<0,0001). Smanjenje telesne mase praceno je i smanjenjem mase masti (p<0,01), iako
% masti nije statistiCki znacajno smanjen. Sa druge strane, doSlo je do znacajnog

smanjenja procenta vode u organizmu (p<0,01).
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Tabela 9. Antropometrijski parametri ispitanika u Grupi Il na pocetku studije i
posle 4 nedelje konzumacije Soka B

Bazalni status 4 nedelje P
vrednost
Telesna masa (kg) 96,1+12,3 93,9+ 10,7 0,075
ITM (kg/m?) 36,1+4,4 350+4,0 <0,0001
Obim struka (cm) 104,8 £ 10,1 100,6 £9,2 <0,0001
% Masti 44,4 + 3,6 443+3,4 0,848
Masa masti (kg) 43,1+£7,9 416+£75 <0,01
% Vode 39,0143 37,8+3,3 <0,01

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + SD.

4.2.2. Parametri oksidativnog stresa u serumu ispitanika u Grupi Il

Uticaj redovne konzumacije Soka B na markere oksidativnog stresa, odnosno

pokazatelje oksidativnog statusa i antioksidativne odbrane u serumu ispitanika u Grupi

Il prikazan je u Tabeli 10.

Tabela 10. Parametri oksidativnog stresa u serumu ispitanika u Grupi Il na pocéetku

studije i posle 4 nedelje konzumacije Soka B

Bazalni status 4 nedelje P
vrednost

TBARS (umol/L)™ 0,33 (0,03-1,60) 0,25 (0,03-0,55) 0,088
PAB (HKU)" 158,72 + 11,24 150,16 + 11,27 <0,01
TOS (umol/L)™ 14,59 (10,43-81,72) | 24,88 (10,91-64,91) 0,156
TAS (mmol/L)" 1,02+0,11 1,07 £ 0,10 <0,05
SH grupe (mmol/L)" 0,597 £0,128 0,598 £ 0,151 0,957
Poazoksonazna

aktivnost (U/L)™ 192 (91,45-882,15) 139 (88,90-681,80) 0,136

“Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina =+ SD.
“Podaci su prikazani kao medijana (5-ti - 95-ti percentil).
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Iz tabele se vidi da je nakon interventnog perioda u trajanju od 4 nedelje, uo¢eno
znacajno smanjenje vrednosti PAB (p<0,01), kao i znac¢ajno povecanje TAS (p<0,05).
Ostali serumski pokazatelji oksidativnog oStecenja, odnosno antioksidativne zastite nisu

se znacajno razlikovali na kraju interventnog perioda u odnosu na bazalni status.

4.2.3. Aktivnost antioksidativnih enzima u eritrocitima ispitanika u Grupi 11

Uporedo sa pracenjem uticaja konzumacije Soka B na markere oksidativnog
stresa u serumu ispitanika u Grupi Il, ispitivan je i uticaj na aktivnost antioksidativnih
enzima u eritrocitima. Ovo je podrazumevalo odredivanje aktivnosti enzima superoksid-
dismutaze, glutation-peroksidaze i katalaze pre pocetka i na kraju interventnog perioda.
Rezultati su prikazani u Tabeli 11 i graficki Slikom 18.

Sliéno rezultatima prikazanim za prethodnu grupu ispitanika, i u Grupi Il
konzumacija Soka B dovela je do statisticki znacCajnog porasta aktivnosti glutation-
peroksidaze (p=0,05), ali nije uticala na aktivnost katalaze. Takode, aktivnost
superoksid-dismutaze nije se promenila, $to je takode bilo u skladu sa rezultatima
zabeleZzenim u Grupi |, gde konzumacija soka u trajanju od 6 nedelja nije uticala na

aktivnost ovog enzima.

Tabela 11. Aktivnost antioksidativnih enzima eritrocita ispitanika u Grupi Il na pocetku
studije i posle 4 nedelje konzumacije Soka B

Bazalni status 4 nedelje P
vrednost
SOD (U/gHb) 2237,66 + 1035,23 2115,15 + 747,83 0,605
GPx (U/gHb) 43,75 £ 9,67 48,39 + 9,93 0,05
CAT (kU/gHb) 68,28 + 12,90 69,39 + 10,99 0,512

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + SD.
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Slika 18. Graficki prikaz aktivnosti antioksidativnih enzima u eritrocitima ispitanika u
Grupi Il na pocetku studije i posle 4 nedelje konzumacije Soka B. Podaci su prikazani
kao aritmeticka sredina + SD.

4.2.4. Profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u

Grupi 1l

Profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita, odnosno relativni
sadrzaj pojedina¢nih, kao i ukupnih zasi¢enih, mononezasi¢enih i polinezasi¢enih
masnih kiselina odredivan je kod ispitanika u Grupi II pre pocetka intervencije i po
zavrSetku 4 nedelje svakodnevne konzumacije soka B. Rezultati su predstavljeni u

Tabeli 12.
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Tabela 12. Profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika

u Grupi Il na pocetku studije i posle 4 nedelje konzumacije Soka B

MK (%0) Bazalni status 4 nedelje vre(I;nost
SFA 42,33 £5,20 40,58 £ 3,51 0,125
16:0 22,22 + 4,54 20,24 + 2,45 0,066
18:0 19,96 + 2,61 20,34+ 2,53 0,655
MUFA 15,89 + 2,10 14,79 + 1,55 <0,05
16:1n-7 0,31+0,16 0,34 £0,14 0,483
18:1n-9 13,99 +1,94 12,94 + 1,44 <0,05
18:1n-7 1,58 £ 0,42 1,51+0,24 0,414
n-6 PUFA 35,86 £ 5,72 37,58 + 3,16 0,108
18:2n-6 12,50 + 1,35 12,34 + 1,67 0,591
20:3n-6 2,20 £ 0,57 2,09 £ 0,56 0,557
20:4n-6 17,13 + 4,27 18,28 + 2,49 0,090
22:4n-6 4,48 + 1,26 4,74 + 0,83 0,273
n-3 PUFA 591+159 7,05+2,16 <0,05
20:5n-3 0,32+0,19 0,44 £ 0,47 0,171
22:5n-3 1,71+ 0,41 1,87 £ 0,26 0,227
22:6n-3 3,80+124 4,74 + 1,60 <0,05
PUFA 41,77 £ 6,69 44,63 + 3,89 0,062
n-6/n-3 6,51 +1,96 5,72+1,48 <0,05
Indeks nezasi¢enosti 169,62 + 25,42 178,81 + 16,60 0,05

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + SD. MK - masne kiseline

Kao $to je prikazano, zabelezeno je statisticki znafajno povecanje sadrzaja
ukupnih n-3 masnih kiselina (p<0,05), uslovljeno porastom najzastupljenije n-3 masne
kiseline, DHA (p<0,05).
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Rezultati

Kao i u slu¢aju prve grupe ispitanika i u Grupi II pracen je uticaj konzumacije
Soka B na omega-3 indeks, odnosno zbir sadrzaja EPA i DHA (Slika 19). Vrednost pre
pocetka intervencije iznosila je 4,24 + 1,39 %, dok je nakon perioda konzumacije

vrednost bila statisticki zna¢ajno vi$a i iznosila je 4,86 £ 1,55 % (p<0,01).
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Slika 19. Omega-3 indeks ispitanika u Grupi Il na pocetku studije i posle 4 nedelje
konzumacije Soka B. Podaci su prikazani kao aritmetic¢ka sredina + SD.

U skladu sa porastom sadrzaja n-3 masnih kiselina, dobijeno je i statisticki
znacajno smanjenje odnosa n-6 i n-3 masnih kiselina (p<0,05). Takode, zabeleZen je
porast ukupnih PUFA (Slika 20), ali on nije bio statisticki zna¢ajan (p=0,062). Ipak ovaj
rezultat je od vaznosti, imaju¢i u vidu da je sadrzaj PUFA indirektni marker nivoa
lipidne peroksidacije. U skladu sa tim, dobijeno je povecanje indeksa nezasi¢enosti koje
je bilo na samoj granici statisticke znacajnosti (p=0,05).

Statisticki znacajna promena zabeleZena je i u sadrzaju ukupnih MUFA (Tabela
14), odnosno najzastupljenije mononezasi¢ene masne kiseline, C18:1n-9 (p<0,05). U
ovom sluc¢aju vrednosti su bile znac¢ajno nize na kraju interventnog perioda, u odnosu na

vrednosti pre pocetka intervencije.
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Slika 20. Relativni sadrzaj PUFA u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u
Grupi Il na pocetku studije 1 posle 4 nedelje konzumacije Soka B. Podaci su prikazani
kao aritmeticka sredina + SD.

4.3. Uticaj konzumacije Soka A na markere oksidativnog stresa i profil
masnih Kkiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u

Grupi Il

Uticaj konzumacije Soka A na markere oksidativnog stresa i profil masnih
Kiselina pracen je i u grupi ispitanika sa visokim-normalnim krvnim pritiskom, odnosno
hipertenzijom stadijuma 1, farmakoloski nele¢enom. Studija je dizajnirana tako da je
podrazumevala redovnu konzumaciju 200 mL soka u trajanju od 4 nedelje, a ispitivani
su isti parametri kao u slucaju prethodno opisane dve grupe. Dodatno, u Grupi Il
ispitivan je uticaj konzumacije Soka A na krvni pritisak, koji je meren

ambulatorno,odnosno pomocu prenosivog uredaja u toku 24 h.

4.3.1. Osnovne karakteristike i biohemijski parametri ispitanika u Grupi 111

Osnovne karakteristike ispitanika U Grupi Il sa vrednostima biohemijskih

parametara prikazane su u Tabeli 13.
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Rezultati

Tabela 13. Osnovne karakteristike i1 biohemijski parametri ispitanika u Grupi I11
na pocetku studije 1 posle 4 nedelje konzumacije Soka A

Bazalni status 4 nedelje vreclrnost
Broj ispitanika 23
Starost 47,5 +10,4
Pol (M/Z) 12/11
Telesna masa (kg) 81,5+20,4
Indeks telesne mase (kg/m?) 27,0+4,8
Holesterol (mmol/L) 6,06 + 1,31 579+1.21 0,183
HDL holesterol (mmol/L) 1,43 +0,51 1,42 + 0,46 0,847
LDL holesterol (mmol/L) 4,08 £1,03 3,79+£0,92 0,090
Trigliceridi (mmol/L) 1,95+1,42 1,57+ 0,99 <0,05
Glukoza (mmol/L) 5,17+0,70 514+131 0,705
Urea (mmol/L) 5,39+154 5,22+141 0,514
Kreatinin (umol/L) 76,22 £ 15,59 76,04 £ 16,91 0,930
Mokraéna kiselina (umol/L)| 327,63 £ 113,39 | 314,63 + 86,96 0,165
ALT (U/L) 29,87 +19,90 | 28,34 +18,85 0,194
AST (U/L) 23,65 + 8,36 24,04 9,66 0,593
CRP (mg/dI) 2,06 + 1,90 1,77 + 2,54 0,300

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina =+ SD.

Redovna konzumacija Soka A pokazala je uticaj na lipidni status, jer je zabelezeno

statisticki znacajno smanjenje koncentracije triglicerida (p=0,047) na kraju interventnog

perioda. Nakon 4 nedelje redovne konzumacije Soka A zabeleZene su i nize vrednosti

ukupnog i LDL holesterola u odnosu na bazalni status. Ipak, ove promene nisu bile

statisticki znacCajne.
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4.3.2. Parametri oksidativnog stresa u serumu ispitanika u Grupi 111

Uticaj redovne konzumacije Soka A na markere oksidativnog statusa i
antioksidativne zastite u serumu ispitanika u Grupi 11 prikazan je Tabeli 14.

Iz tabele se vidi da se nijedan ispitivani pokazatelj oksidativnog statusa i
antioksidativne zastite u serumu nije statisticki znacajno razlikovao na kraju interventog

perioda od 4 nedelje u odnosu na pocetne vrednosti.

Tabela 14. Parametri oksidativnog stresa u serumu ispitanika u Grupi Il na pocetku
studije i posle 4 nedelje konzumacije Soka A

Bazalni status 4 nedelje P
vrednost

TBARS (umol/L)" 1,62 + 0,41 1,74 +0,39 0,335
PAB (HKU)" 99,46 + 30,11 106,23 + 28,19 0,122
TOS (umol/L)™ 23,07 (17,95-29,66) | 22,01 (17,57-27,56) 0,658
TAS (mmol/L)™ 1,00 (0,57-1,18) 0,97 (0,72-1,17) 0,421
SH grupe ) )

(mmol/L)"™ 0,56 (0,51-0,61) 0,54 (0,50-0,59) 0,499
Paraoksonazna

aktivnost (U/L)™™ 164 (74,45-856,35) | 161 (61,77-824,28) 0,702

“Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD.
" Podaci su prikazani kao geometrijska sredina (95% interval pouzdanosti).
““Podaci su prikazani kao medijana (5-ti - 95-ti percentil).

4.3.3. Aktivnost antioksidativnih enzima u eritrocitima ispitanika u Grupi 111

Uticaj konzumacije soka A na antioksidativnu zastitu kod ispitanika u Grupi I
pracen je 1 u eritrocitima odredivanjem aktivnosti antioksidativnih enzima, glutation-
peroksidaze, superoksid-dismutaze i katalaze, a rezultati su prikazani u Tabeli 15 i
Slikom 21.

Za razliku od markera oksidativnog stresa u serumu, aktivnost antioksidativnih
enzima eritrocita se statisticki znacajni promenila (p<0,05), odnosno aktivnost SOD,
GPx i CAT na kraju interventnog perioda bila je statisti¢ki znacajno visa u odnosu na

bazalnu aktivnost.
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Tabela 15. Aktivnost antioksidativnih enzima u eritrocitima ispitanika u Grupi 11 na
pocetku studije i1 posle 4 nedelje konzumacije Soka A

P

Bazalni status 4 nedelje
vrednost

SOD (U/gHb)™ | 1598,91 (1284,31-1990,56) | 2195,17 (1872,82-2573,02) | <0,05

GPx (U/gHb)" 35,93+ 9,61 39,66 + 8,17 <0,05

CAT (kU/gHb)" 79,33 + 14,56 90,29 + 15,96 <0,05

“Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD.
“"Podaci su prikazani kao geometrijska sredina i 95% interval pouzdanosti.
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Slika 21. Grafi¢ki prikaz aktivnosti antioksidativnih enzima u eritrocitima ispitanika u
Grupi 11 na pocetku studije i posle 4 nedelje konzumacije Soka A. Za Gpx i CAT
podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD. Za SOD podaci su prikazani kao

geometrijska sredina i 95% interval pouzdanosti.
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Rezultati

4.3.4. Profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u

Grupi 11

Profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u Grupi IlI
odredivan je pre pocetka studije i posle 4 nedelje redovne konzumacije Soka A.
Odredivan je relativni sadrzaja pojedina¢nih masnih kiselina, kao i nivo ukupnih
zasi¢enih, mononezasi¢enih, n-3, n-6 i ukupnih polinezasi¢enih masnih kiselina.
Rezultati, predstavljeni kao srednje vrednosti + standardne devijacije prikazani su u
Tabeli 16.

Kao posledica redovne konzumacije Soka A u trajanju od 4 nedelje uocen je
porast sadrzaja ukupnih n-3 masnih kiselina, koji je bio statisti¢ki znacajan (p<0,05).
Takode, iako ne statisticki znacajno (p=0,062), porastao je i sadrzaj C20:5n-3 (EPA)
koja je pored DHA najznacajnija pojedinatna n-3 masna Kiselina. Za razliku od
prethodne dve grupe ispitanika, u Grupi III nije zabelezen statisti¢ki znacajan porast
sadrzaja DHA nakon konzumacije soka (p=0,121).

Zbir relativnih sadrzaja EPA i DHA (omega-3 indeks) bio je visi posle 4 nedelje
duge svakodnevne konzumacije Soka A u odnosu na pocetnu vrednost. Omega-3 indeks
pre pocetka interventog perioda iznosio je 4,74 + 1,01 %, da bi na kraju studije njegova
vrednost bila 5,00 + 1,07 %, a zabeleZena razlika bila je na granici statistiCke

znacajnosti (p=0,05). Vrednosti ovog indeksa prikazane su na Slici 22.

p=0,05

EPA+DHA(%)
S

bazal ni 4
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Slika 22. Omega-3 indeks ispitanika u Grupi Il na pocetku studije i posle 4 nedelje
konzumacije Soka A. Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + SD.
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Tabela 16. Profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u

Grupi 1

MK (%) Bazalni status 4 nedelje vreolrnost

SFA 38,60 + 2,36 37,23+ 2,08 0,069

16:0 19,46 £ 2,19 18,51 +1,75 0,128

18:0 19,12+ 1,29 18,67 + 1,11 0,149

MUFA 14,61 + 1,20 14,43 + 1,12 0,290

16:1n-7 0,36 + 0,23 0,41 +0,33 0,545

18:1n-9 12,82 +1,12 12,56 + 1,11 0,135

18:1n-7 1,39+£0,22 1,46 £ 0,29 0,347

n-6 PUFA 40,08 + 2,96 41,46 + 2,55 0,115

18:2n-6 13,45 + 2,62 13,67 + 1,88 0,616

20:3n-6 2,61+0,84 3,28 + 0,56 <0,05

20:4n-6 18,75+ 1,61 19,07 £ 1,44 0,440

22:4n-6 525+111 5,42 + 0,97 0,380

n-3 PUFA 6,70+ 1,18 7,12+ 1,40 <0,05

20:5n-3 0,43 +0,17 0,63 +0,50 0,062

22:5n-3 1,95+ 0,37 2,03+0,43 0,385

22:6n-3 4,38 + 0,91 4,53 + 0,90 0,121

PUFA 46,79 + 2,63 48,59 + 2,97 0,070

n-6/n-3 6,24+ 1,75 6,08 + 1,52 0,297

Indeks nezasi¢enosti 183,30 £ 9,13 189,89 + 12,67 0,061

Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD. MK - masne kiseline

Sadrzaj ukupnih PUFA (Slika 23) imao je tendenciju porasta, ali ova promena
nije dostigla statisticku znacajnost (p=0,07). U skladu sa porastom PUFA, dobijeno je i

povecanje prosecnog sadrzaja nezasiCenih veza, odnosno indeksa nezasicenosti, ali
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takode bez statisticke znacajnosti (p=0,061). Za razliku od promene u prethodne dve
grupe, u slucaju Grupe 111 svakodnevna konzumacija Soka A u trajanju od 4 nedelje nije
znacajno uticala na odnos sadrzaja n-6 i n-3 masnih kiselina. Takode, ova grupa se
izdvaja po statisticki zna¢ajnom porastu relativnog sadrzaja pojedinaéne n-6 masne
kiseline C20:3n-6 (p<0,05).

p=0,07
—
so{ _ T
o,
s
<
S a0
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30t
bazal ni 4
status nedelje

Slika 23. Relativni sadrzaj PUFA u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika u
Grupi 111 pre pocetka studije i posle 4 nedelje konzumacije Soka A.
Podaci su prikazani kao aritmetic¢ka sredina + SD.

4.3.5. Vrednosti ambulatorno merenog krvnog pritiska ispitanika u Grupi 111

......

hipertenzijom stadijuma 1, pracen je uticaj konzumacije Soka A na vrednosti arterijskog
krvnog pritiska. Ovo je podrazumevalo ambulatorno merenje krvnog pritiska, odnosno
noSenje prenosivog uredaja koji je registrovao vrednosti krvnog pritiska na svakih 15
minuta u toku 24 h. Merenje je vrSeno pre pocetka studije i posle 4 nedelje redovne
konzumacije Soka A. Na ovaj nacin pracene su prosecne vrednosti pritiska u toku 24 h,
odnosno u toku dana (u budnom stanju) i u toku no¢i (u stanju sna), kao i njihove
varijacije. Dobijeni rezultati su prikazani u Tabeli 17 i na Slici 24.

Svakodnevna konzumacija 200 mL soka A rezultovala je statisticki znacajnim
smanjenjem (p<0,05) prosecnog krvnog pritiska u toku 24 h, i to sistolnog za 7,3

mmHg, a dijastolnog za 4,0 mmHg. Ovakav efekat zabelezen je i za prosecne vrednosti
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pritiska u toku dana, a smanjenja sistolnog, odnosno dijastolnog pritiska su iznosila
redom 7,8 mmHg (p<0,05) i 4,7 mmHg (p<0,05). U slu¢aju vrednosti u toku sna, nije
bilo vec¢ih promena. Statisticki znacajno smanjena je standardna devijacija, odnosno

variranje sistolnog krvnog pritiska u toku dana (p<0,01), kao i pulsni pritisak u toku 24

h (p<0,05).

Tabela 17. Proseéne vrednosti krvnog pritiska u toku 24 h kod ispitanika u Grupi Il
pre pocetka studije i posle 4 nedelje konzumacije Soka A

Bazalni status 4 nedelje vregnost
Sistolni pritisak (mmHg)
24-h 135,1+ 13,6 1278 +14,4 <0,05
Dnevni 138,8 + 14,6 131,0+15/4 <0,05
No¢éni 124,2 + 12,5 120,3+14,1 0,166
Dijastolni pritisak (mmHQ)
24-h 83,3+ 10,0 79,3+8,8 <0,05
Dnevni 85,9+10,4 81,2+9,3 <0,05
No¢éni 75,4+ 9,6 73,879 0,426
Pulsni pritisak (mmHg)
24-h 49,7+12,3 46,7 +125 <0,05
Dnevni 50,9+128 479+131 0,071
Noéni 488 +7,7 46,3+ 8,9 0,075
Standardna devijacija
Dnevni sistolni 14,95 + 4,97 11,67 + 3,34 <0,01
Dnevni dijastolni 10,51 + 3,82 8,90 £ 2,87 0,090
No¢ni sistolni 12,93 + 4,95 11,72 + 4,18 0,285
Noc¢ni dijastolni 10,25+ 4,18 9,80 + 3,00 0,617

Podaci su prikazani kao aritmeticka sredina + SD.
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Slika 24. Graficki prikaz vrednosti krvonog pritiska izmerenih u toku 24 h, u budnom
stanju i stanju sna kod ispitanika u Grupi Il pre pocetka studije i posle 4 nedelje
konzumacije Soka A. Podaci su prikazani kao aritmeti¢ka sredina + SD.

SBP - sistolni krvni pritisak, DBP - dijastolni krvni pritisak.
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5. DISKUSIJA

Oksidativni stres, kao stanje poremecene ravnoteze izmedu stvaranja ROS i
sposobnosti antioksidanasa da ih neutralisu, ima za posledicu nastanak oksidativno
oStecenih proteina, lipida i DNK. Kao posledica, dolazi do promena u ¢elijskoj strukturi
i funkciji, sto doprinosi razvoju kardiovaskularnih i degenerativnih bolesti, osteoporoze,
dijabetesa, kancera 1 drugih patoloskih stanja (3). Prema procenama Svetske
zdravstvene organizacije 1 Organizacije za hranu 1 poljoprivredu, nezarazne hroni¢ne
bolesti, uklju¢uju¢i KVB, gojaznost, dijabetes melitus, hipertenziju i neke tipove
kancera, postaju sve znacajniji uzro¢nik invaliditeta i preuranjene smrtnosti u svetu, i to
kako u razvijenim tako i zemljama u razvoju (48). Gotovo polovina od ukupne smrtnosti
usled hroni¢nih bolesti pripisuje se KVB, a rastuéi trend dovodi se, izmedu ostalog, u
vezu sa neadekvatnom ishranom, nedovoljnom fizickom aktivno$éu i pusenjem (48).
Nacin ishrane se smatra najznacajnijom promenljivom determinantom hroni¢nih bolesti,
te se stoga adekvatna dijeta isti¢e kao vazan faktor u prevenciji kardiovaskularnih i
drugih hroni¢nih bolesti. Pokazana je asocijacija izmedu konzumacije voca, povr¢a, ribe
I ribljeg ulja, hrane bogate kalijumom i niskog do umerenog unosa alkohola sa
smanjenjem rizika za nastanak KVB (114-117). Uloga namirnica biljnog porekla u
prevenciji kardiovaskularnih i drugih nezaraznih hroni¢nih bolesti pripisuje se ne samo
njihovim nutritivnim sastojcima, ve¢ i bioloski aktivnim sekundarnim metabolitima
biljaka, kakvi su polifenoli. Polifenoli predstavljaju najznacajnije dijetarne
antioksidanse s obzirom da su visoko zastupljeni u namirnicama biljnog porekla i da
imaju visok antioksidativni kapacitet (3). Zastitno delovanje polifenola u prevenciji
bolesti i oCuvanju zdravlja upravo se pripisuje njihovoj antioksidantnoj aktivnosti.
Faktori rizika za nastanak KVB, kao S§to su hipertenzija, gojaznost, dislipidemija,
hiperglikemija, Cesto su praceni poremecajima oksidativnog statusa. Prema Dotanu i
sar. (23) razli¢ita patoloska stanja povezana su sa razliitim tipovima oksidativnog
stresa, odnosno pradena su izmenjenim vrednostima razliitth markera
prooksidativnog/antioksidativnog balansa. Otuda i potreba da se oksidativni status
procenjuje razli¢itim metodama. Dalje ovi autori navode da su samo u najozbiljnijim

patoloskim stanjima svi indeksi oksidativnog stresa poviseni i u medusobnoj su
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korelaciji. Iako se veca efikasnost dijetarnih antioksidanasa oc¢ekuje kod ljudi sa
prisutnim faktorima rizika ili ve¢ razvijenim bolestima, njihova dugotrajna konzumacija
moze ispoljiti povoljne efekte na pojedine markere oksidativnog stresa i u slucaju
zdravih ispitanika (118). Uzimajuc¢i u obzir navedeno, u ovoj tezi ispitivan je uticaj
dugotrajne konzumacije soka ploda aronije na razli¢ite markere oksidativhog stresa u

serumu i eritrocitima ispitanika sa ili bez faktora rizika za nastanak KVB.

Kao posledica konzumacije Soka A u grupi zdravih ispitanika bez faktora rizika
za KVB (Grupa 1) zabelezeno je smanjenje nivoa TBARS, pokazatelja lipidne
peroksidacije u serumu. Ovaj efekat bio je statisticki znacajan nakon 6 i 12 nedelja
svakodnevne konzumacije Soka A u odnosu na bazalni status (p<0,0001). Pozitivni
efekti aronije i njenih proizvoda na markere oksidativnog stresa ispitivani su u malom
broju dijetarnih interventnih studija kod ljudi. Rezultati tih studija potencijalno
antioksidativno delovanje baziraju upravo na smanjenju nivoa TBARS. Znacajna
smanjenje nivoa TBARS u serumu pokazano je nakon 8 nedelja konzumacije ekstrakta
aronije kod ispitanika sa metabolickim sindromom (94), kao i kod veslaca koji su
konzumirali sok od aronije pre izvodenja ergometarskog testa (97). Uporedo sa
smanjenjem TBARS, u Grupi I uocen je i pad nivoa PAB, koji je bio statisti¢ki znacajan
nakon 6 nedelja redovne konzumacije soka A (p<0,01). Prema nas$im saznanjima, nema
objavljenih rezultata o efektima suplementacije proizvodima od aronije, bobicastog
voca uopste ili drugog dijetarnog izvora polifenola na ovaj parametar. PAB je ukljuc¢en
u ispitivanje s obzirom da omogucava procenu optere¢enja organizma prooksidativnim
vrstama i njegovog antioksidativnog kapaciteta izvodenjem jedne analiticke metode. S
obzirom na aditivnhu prirodu oksidativnih efekata razli¢itih molekula, koncentracija
razli¢itih oksidativnih vrsta u serumu, stvorenih endogeno ili unesenih iz spoljasnje
sredine, moze se odredivati zbirno (104). Na ovaj na¢in odreduje se ukupni oksidativni
status organizma, TOS. Ovde prikazani rezultati za Grupu | ispitanika, pokazuju da nije
bilo promene u TOS na kraju interventnog perioda u odnosu na bazalni status. lako je
vrednost statisticki znacajno pala nakon 6 nedelja redovne konzumacije soka
(p<0,0001), do kraja interventnog perioda vracena je na pocetni nivo, sa znacajnom
razlikom zabelezenom izmedu vrednosti TOS u 12-0j i 6-0j nedelji (p<0,0001).

Slicno TOS-u koji objedinjuje c¢inioce oksidativnog oSte¢enja, totalni

antioksidativni  status, skraceno TAS, objedinjuje neenzimske komponente
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antioksidativnog sistema organizma. Na$i rezultati pokazali su neocCekivani pad
vrednosti TAS, te je vrednost na kraju interventnog perioda bila statisticki znacajno niza
u odnosu na bazalnu vrednost i vrednost nakon 6 nedelja konzumacije Soka A (p<0,01).
Pojedini autori navode da antocijani, kao glavni aktivni principi aronije, mogu da ispolje
prooksidativnu aktivnost u sredini sa niskom koncentracijom oksidativnih vrsta, kakva
se o¢ekuje kod zdravih ispitanika (119). Porast TAS pokazana je u in vitro uslovima
nakon tretiranja plazme ekstraktom aronije (91). Ipak nema podataka u literaturi koji
potvrduju efekat u humanim interventnim studijama. Konzumacija soka od ribizle, koji
je po aktivnim principima sli¢an soku od aronije, u trajanju od 6 nedelja nije pokazala
efekat na TAS (120).

Prema literaturnim podacima, ukupne tiolne (-SH) grupe znacajno doprinose
ukupnom antioksidativnom kapacitetu organizma i iznose ¢ak i do 50 % od TAS-a kod
zdravih ispitanika (105). lako je konzumacija napitaka bogatih polifenolima pokazala
porast nivoa —SH grupa (121), u nasem slucaju kod zdravih ispitanika zabelezen je
njegov pad, koji je bio statisticki znacajan nakon 6 nedelja konzumacije soka od aronije
(p<0,01). Ovakav rezultat je bio u skladu sa zabeleZenim padom vrednosti TAS. Ipak,
vrednost na kraju interventnog perioda od 12 nedelja nije se znacajno razlikovala u
odnosu na pocetnu kao 1 na vrednost zabeleZenu posle 6 nedelja redovne konzumacije
Soka A. U nedavno sprovedenoj studiji, suplementacija ekstraktom aronije u trajanju od
dva meseca nije pokazala znacajan uticaj na nivo tiolnih grupa (122). Takode, ekstrakt
aronije nije pokazao efekat ni u in vitro uslovima, u plazmi izolovanoj iz krvi zdravih
ispitanika (123).

Od ostalih pokazatelja antioksidativne zaStite u serumu, pracen je efekat
konzumacije soka od aronije na aktivnost enzima PON1. Humana paraoksonaza je
polimorfni enzim tipa esteraza, koji ispoljava anti-aterosklerotsko dejstvo hidrolizom
oksidovanog holesterola i/ili fosfolipida u aterosklerotskim lezijama (124). Kod Grupe
I, uocen je porast aktivnosti PON1 prema diazoksonu koji je bio statisticki znacajan na
kraju interventnog perioda u odnosu na bazalnu aktivnost (p<0,01), kao i u odnosu na
aktivnost zabelezenu nakon 6 nedelja svakodnevne konzumacije Soka A (p<0,01).
Ipak, sto se tice aktivnosti PON1 prema paraoksonu kao supstratu, zabelezeni su
donekle neoc¢ekivani rezultati. Najpre je aktivnost statisticki zna¢ajno smanjena nakon 6

nedelja u odnosu na vrednost pre intervencije (p<0,0001), da bi do kraja studije
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pokazala porast, koji je u 12-0j nedelji bio statisticki znac¢ajan u odnosu na aktivnost u
6-0j nedelji (p<0,0001). Ipak, aktivnost na kraju interventnog perioda nije se statisticki
znacajno razlikovala u odnosu na aktivnost pre pocetka intervencije. Uzroci pada
aktivnosti na sredini interventnog perioda mogu samo da se pretpostave.

Iako su zabelezeni donekle neocekivani efekti na pojedine markere oksidativnog
stresa u serumu ispitanika u Grupi I, moze se re¢i da je ustanovljena fina modulacija
pojedinin markera prooksidativnog/antioksidativnog statusa na nivou 12 nedelja
konzumacije Soka A. Ovo upucuje na potencijalno antioksidativno delovanje aronije i

njenih proizvoda, ali i na potrebu da mehanizam tog delovanja bude dalje razjasnjen.

Sto se ti¢e uticaja konzumacije Soka B na pokazatelje oksidativnog statusa u
serumu u Grupi Il, uocen je statisticki znacajan pad PAB (p<0,01), kao i tendencija ka
smanjenju vrednosti TBARS koje nije bilo statisticki znacajno (p=0,088). U slucaju
parametera antioksidativne zasStite, za razliku od Grupe I, zabelezen je statisticki
znacajan porast u vrednosti TAS (p<0,05). Kao $to je navedeno, dosadasnje dijetarne
interventne studije proizvodima od aronije nisu pokazale efekat na neenzimski
antioksidativni status meren kao TAS. U studiji koja je evaluirala antioksidativni status
preko 3 hiljade ispitanika, pokazana je znacajna korelacija izmedu smanjenog ukupnog
antioksidativnog kapaciteta i abdominalne gojaznosti i gojaznosti uopste (63). Dodatno,
ova asocijacija bila je nezavisna od godina, puSenja, fizicke aktivnosti i razli¢itih
metabolickih varijabli. Na osnovu toga, autori su predlozili promenu nacina Zivota 1
povecan unos antioksidanasa kao potencijalni pristup prevenciji stanja povezanih sa
gojaznoscu, kao $to su metaboli¢ki sindrom i dijabetes tip 2, ateroskleroza i druge KVB
(63). Inicijacija i propagacija razvoja kardiovaskularnih i drugih hroni¢nih bolesti kod
gojaznih osoba uzrokovana je izrazenom inflamacijom, povisenim vrednostima lipida i
Secera u krvi i smanjenom osetljivos¢éu na insulin (125,126). Pokazano je da je ovakav
egzogenog unosa antioksidanasa (127). Stoga je pokazani porast TAS u Grupi Il od
izuzetnog znacaja u prevenciji bolesti 1 stanja povezanih sa gojaznosScu.

S obzirom da je utvrdena povezanost abdominalne gojaznosti i smanjenog
antioksidativnog kapaciteta plazme (63), zabelezeni porast TAS mogao bi se dovesti u
vezu sa statistiCki znacajnim smanjenjem telesne tezine, odnosno ITM i obima struka

(p<0,0001) u Grupi Il. U Grupi Il ispitivani su efekti konzumacije Soka B, koji je
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predstavljao sok ploda aronije obogacen dijetarnim vlaknima iz grupe glukomanana.
Unos dijetarnih vlakana preporucen je u cilju oCuvanja zdravlja i prevencije razvoja
kardiovaskularnih i drugih hroni¢nih bolesti. Studije su pokazale povoljan efekat
dijetarnin vlakana na smanjenje nivoa ukupnog i LDL holesterola, kao i
kardioprotektivno delovanje hrane bogate dijetarnim vlaknima kroz smanjenje rizika za
nastanak koronarne bolesti (128-130). Ipak, podaci o efektima dijetarnih vlakana na
regulisanje i postizanje idealne telesne mase nisu uniformni. Na osnovu dostupnih
humanih interventnih studija, EFSA (131) je 2010. godine usvojila smernice po kojima
konzumacija glukomanana u kombinaciji sa niskokalorijskom dijetom dovodi do
znacajnog smanjenja telesne mase. Ovo je zasnovano na Cinjenici da unos ovih vlakana
pre obroka, usled apsorpcije vode i viSestrukog povecanja zapremine u crevima, moze
dovesti do smanjenja apetita i poveanja osecaja sitosti. Da bi se postigao efekat na
smanjenje telesne mase, EFSA dalje navodi da unos glukomanana treba da iznosi
najmanje 3 g po danu (131). Nasuprot ovim saznanjima, nedavno sprovedena meta-
analiza osam randomizovanih klini¢kih studija pokazala je da smanjenje telesne mase
usled konzumacije glukomanana nije statisti¢ki znac¢ajno u odnosu na placebo (132).
Dodatno, u studiji koja je pratila efekat osam nedelja duge administracije 3,99 g
glukomanana dnevno kod ispitanika koji su se pridrZavali svog uobicajenog kalorijskog
unosa, nije postignuto znacajno smanjenje telesne mase u poredenju sa kontrolnom
grupom (133).

Podaci o eventualnom delovanju aronije i njenih proizvoda na regulaciju telesne
mase kod ljudi su ograniceni. Ipak, pojedini autori navode da bi konzumacija namirnica
bogatih polifenolima mogla biti od znacaja u postizanju idealne telesne mase. Oni isticu
povoljno delovanje polifenola i antocijana na insulinski odgovor, adipogenezu,
ekspresiju gena specificnih za adipocite i inflamatorne signalne puteve (134,135).
Ispitivanja na animalnom modelu pokazala su da antocijanima bogat ekstrakt aronije
ima efekat na smanjenje porasta mase i abdominalne masti kod pacova hranjenih 6
nedelja hranom bogatom fruktozom sa ili bez dodatka ekstrakta (136). Takode,
obogacivanje visokomasne hrane polifenolima borovnice pokazalo je kod gojaznih i
hiperglikemi¢nih miSeva manji porast u telesnoj masi u odnosu na one koji su dobijali

kontrolnu hranu (137). Na osnovu navedenog, =zasluznim =za smanjenje
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antropometrijskih indeksa gojaznosti (ITM i obima struka) u Grupi II mozZe se smatrati
sinergisticno dejstvo aktivnih principa aronije i prisutnih dijetarnih vlakana.

Kod Grupe III, koju su ¢inili ispitanici sa visokim-normalnim krvnim pritiskom,
odnosno hipertenzijom stadijuma 1, nije uoCen statisti¢ki znacajan uticaj konzumacije

Soka A na markere oksidativnog stresa u serumu.

U cilju eventualnog razjasnjenja potencijalnog antioksidativnog delovanja
aronije, odnosno njenog soka ispitivali smo uticaj na cCelijski antioksidativni status,
tacnije na aktivnost enzima eritrocita. Eritrociti su izabrani kao c¢elijski model, s
obzirom da predstavljaju najbrojniju ¢elijsku populaciju krvi, a time i najveéi izvor
antioksidativnih enzima, kao i da se njihova struktura i fluidnost dovodi u vezu sa
patogenezom KVB (138).

U Grupi III uocen je najizrazeniji uticaj konzumacije soka ploda aronije na
antioksidativnu aktivnost enzima eritrocita. Tako je na kraju interventnog perioda u
trajanju od 4 nedelje zabeleZen statisti¢ki znacajan porast (p<0,05) u aktivnosti sva tri
ispitivana enzima, odnosno SOD, GPx i CAT, dok je u Grupi II statisti¢ki znac¢ajno
porasla samo aktivnost GPx (p=0,05). U Grupi | zabelezen je porast aktivnosti GPx koji
je bio statisticki znacajan nakon 12 nedelja konzumacije Soka A (p<0,05) u odnosu na
bazalni status, kao i aktivnosti SOD koja je bila statisticki znacajno veca (p<0,01) u 12-
0j nedelji u odnosu na bazalnu, ali i aktivnost nakon 6 nedelja konzumacije Soka A. Ovi
rezultati bili su u skladu sa literaturnim podacima. Broncel i saradnici (94) pokazali su
porast aktivnosti SOD i GPx posle 2 meseca suplementacije ekstraktom aronije kod
ispitanika sa metabolickim sindromom. Sa druge strane, aktivnost katalaze je u ovoj
grupi ispitanika statisticki znacajno opala. Porast aktivnosti GPx pokazan je i kod
ispitanika sa hiperholesterolemijom koji su konzumirali ekstrakt izolovaonih antocijana
aronije u trajanju od mesec dana (139). Takode, sok od aronije pokazao je smanjenje
oksidativnog stresa indukovanog fizickom aktivnoS¢u veslaca, kroz stimulaciju

antioksidativnih enzima eritrocita nakon jednog meseca redovne konzumacije (97).

U cilju daljeg ispitivanja antioksidativnog delovanja soka od aronije i boljeg
razumevanja istog, analizirana je povezanost izmedu efekata na aktivnost
antioksidativnih enzima eritrocita i profil masnih kiselina u njihovim membranama.

Naime, ispitivano je da li je porast u aktivnosti enzima pracen smanjenjem oksidativnog
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oste¢enja polinezasi¢enih masnih kiselina, kao glavne mete slobodnih radikala.
Rezultati korelacionih analiza pokazali su znacajnu korelaciju izmedu efekta na
aktivnost GPx i sadrzaja odredenih masnih kiselina u Grupi |. Kao parametri koji su
korelisani koriS¢eni su porast aktivnosti enzima, definisan kao razlika u aktivnosti
nakon 12 nedelja redovne konzumacije Soka A i bazalne aktivnosti i promena u
relativnom sadrzaju masnih kiselina, definisana na isti nacin. Statisticki znacajna
pozitivna korelacija uocena je za promenu u sadrzaju ukupnih PUFA (p<0,01) , n-3
PUFA (p<0,05) i n-6 PUFA (p<0,05) i posledi¢no za promenu u indeksu nezasi¢enosti
(p<0,01). Drugim rec¢ima, veci porast u aktivnosti enzima GPx pracen je vecim
porastom u sadrzaju PUFA.

Povezanost izmedu aktivnosti antioksidativnih enzima i statusa masnih kiselina
pokazana je i u ranijim studijama. Studija koja je poredila pacijente sa akutnim
pankreatitisom i zdrave dobrovoljce kao kontrolnu grupu, pokazala je da su razlike u
aktivnosti SOD i GPx pracene razlikama u profilu masnih kiselina u fosfolipidima
membrana. Tacénije, u grupi pacijenata uocen je nizi sadrzaj PUFA pracen niZom
aktivno$c¢u enzima u odnosu na kontrolnu grupu (140). Takode, genetski predisponirana
poviSena aktivnost SOD kod osoba sa Daunovim sindromom 1 posledi¢no viSa aktivnost
CAT i GPx, pracena je i izmenjenim profilom masnih kiselina u membrani eritrocita, u

odnosu na zdrave ispitanike (141).

Lipidi, odnosno masne kiseline sa ve¢im brojem dvostrukih veza smatraju se
bioloSkim komponentama koje su najpodloznije oksidativnom oSteCenju. U slucaju
narusene ravnoteZe izmedu stvaranja ROS 1 antioksidativne zaStite dolazi do oksidacije
PUFA u ¢elijskoj membrani, $to menja njene fizicko-hemijske karakteristike i narusava
uobicajenu funkciju (142). Ovo se zasniva na Cinjenici da je ¢elijska membrana prva
linjja odbrane Celije od slobodnih radikala kao 1 da ima visok sadrzaj lipida, odnosno
PUFA. Medu brojnim indeksima koji se uz primenu odgovaraju¢ih metoda koriste za
ocenu oksidativnog statusa najceSc¢e su koris¢eni pokazatelji nivoa lipidne peroksidacije.
Tako je i u okviru ove doktorske disertacije, pracen uticaj konzumacije soka od aronije,
kao potencijalnog dijetarnog antioksidansa na profil masnih kiselina, odnosno status
PUFA u fosfolipidima membrana eritrocita.

U Grupi I, nakon 12 nedelje redovne konzumacije Soka A zabelezen je

statisticki znacajan porast u relativnom sadrzaju ukupnih PUFA (p<0,05), Sto je bilo
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praceno povecanjem indeksa nezasicenosti (p<0,05). Ovakav rezultat svedoCi o
zaStitnom delovanju aronije i njenih proizvoda na oksidativno oStecenje celijske
membrane, odnosno membranskih lipida. Imaju¢i u vidu ranije objavljene negativne
asocijacije izmedu sadrzaja PUFA u membrani eritrocita i rizika za hipertenziju,
pokazani efekat upucuje i na potencijalno kardioprotektivno delovanje aronije (41).

Porast je uocen i u sluc¢aju n-3 PUFA, pri ¢emu je statisticki znacajna razlika
postignuta kako nakon 12, tako i nakon 6 nedelja konzumacije Soka A (p<0,01) u
odnosu na bazalni status. Ovaj efekat je od posebnog interesa sa aspekta delovanja na
kardiovaskularno zdravlje, s obzirom na pokazanu negativnu korelaciju izmedu sadrzaja
n-3 masnih kiselina u membranama eritrocita i rizika za nastanak KVB (42) i drugih
patoloskih stanja kao $to su reumatoidni artritis (44) i metabolicki sindrom (43). Takode
prema literaturnim podacima, smanjen sadrzaj n-3 PUFA u eritrocitima, ¢esto zabelezen
kod pacijenata sa hipertenzijom i dislipidemijom, doprinosi razvoju inflamatornih stanja
(143).

Harris i sar. (45) uveli su termin “omega-3 indeks”, zbir relativnog sadrzaja EPA
i DHA u membrani eritrocita, kao faktor rizika za smrt usled koronarne bolesti.
Povoljan uticaj uocen je 1 na nivou ovog parametra, ¢ija je vrednost bila znacajno visa
posle 12 (p<0,01), ali i posle 6 nedelja (p<0,01) redovne konzumacije Soka A u odnosu
na bazalni status. Porast sadrzaja ukupnih n-3 PUFA, kao i omega-3 indeksa
najverovatnije je posledica porasta u relativnom sadrzaju DHA kao najzastupljenije n-3
masne kiseline. Relativni sadrzaj DHA u fosfolipidima membrane eritrocita u Grupi |
bio je statisti¢ki znacajno veci nakon 6 i 12 nedelja svakodnevne konzumacije soka od
aronije u odnosu na bazalni status (p<0,01). S obzirom da DHA ima ¢ak 6 nezasi¢enih
veza, koje su glavno mesto interakcije sa slobodnim radikalima, ovaj rezultat moze se
posmatrati kao indikator smanjenja oksidativnog oSte¢enja. Takode, porast u nivou
DHA ukazuje i na potencijalno kardioprotektivno delovanje soka, s obzirom na
pokazano antiaritmi¢no i hipotenzivno delovanje ove n-3 masne kiseline posredovano
oslobadanjem vazodilatatora azot-monoksida iz endotelijuma (47,144).

Porast nivoa n-3 PUFA doveo je do smanjenja odnosa n-6/n-3 masnih kiselina
koje je bilo statisti¢ki znacajno na kraju, ali i u sredini interventnog perioda u odnosu na
bazalni status (p<0,01). Pokazano je da visok odnos n-6/n-3 promovise inflamaciju i

razvoj mnogih hroni¢nih bolesti, dok se njegovo smanjenje dovodi u vezu sa
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smanjenjem progresije bolesti (47). Uporedo sa porastom u sadrzaju PUFA, uocen je
pad u nivou ukupnih MUFA i oleinske kiseline, koji je bio statisticki znacajan nakon 6 i
12 nedelje konzumacije Soka A, u odnosu na bazalni nivo (p<0,05). Moguce je da je
snizenje vrednosti MUFA kompenzacija porasta PUFA, imaju¢i u vidu da je sadrzaj

masnih kiselina izrazavan relativno.

U Grupi Il, odnosno kod ispitanika sa abdominalnom gojazno$¢u nakon 4
nedelje konzumacije Soka B zabelezen je porast u sadrzaju polinezasi¢enih masnih
kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita. Iako promena nije dostigla statisticku
znacajnost u slucaju ukupnih PUFA (p=0,062), sadrzaj n-3 PUFA (p<0,05) kao i DHA
(p<0,05), znacajno su bili vi$i na kraju interventnog perioda u odnosu na bazalne
vrednosti. Posledicno, uo€en je porast u indeksu nezasicenosti koji je bio na granici
statistiCke znacajnosti (p=0,05) kao i pad u n-6/n-3 odnosu (p<0,05). Sli¢no kao u Grupi
I, porast u sadrzaju PUFA pracen je padom u sadrzaju oleinske kiseline i ukupnih
MUFA (p<0,05) s tom razlikom §to je i sadrzaj palmitinske (p=0,066) i ukupnih
zasi¢enih masnih kiselina (p=0,125) pokazao trend opadanja.

Dobijeni rezultati od znacaja su ne samo zato §to potvrduju antioksidativno
delovanje Soka B koje je pokazano i kroz uticaj na PAB, TAS i GPx, ve¢ svedoce i o
potencijalno kardioprotektivnom delovanju njegove dugotrajne konzumacije kod
ispitanika sa abdominalnom gojazno$¢u. Pokazano je da asocijacija izmedu gojaznosti i
oksidativnog stresa moze doprineti inflamatornim procesima i bolestima kao §to su
insulinska rezistencija i dijabetes (62). Direktna povezanost gojaznosti sa oksidativnim
stresom objasnjena je infiltracijom makrofaga u masnom tkivu i1 povecanom
produkcijom reaktivnih vrsta i citokina. Makrofagi se akumuliraju u adipocitima
srazmerno njihovoj veliini 1 prouzrokuju inflamaciju, koja je jedan od uzro¢nika
povecane incidence kardiovaskularnih bolesti u stanju centralne akumulacije masti
(145,146). Usled brze ekspanzije masnog tkiva dolazi do hipoksije i posledi¢ne
apoptoze adipocita, koja doprinosi infiltraciji makrofaga. Hipoksija takode dovodi do
porasta u koncentraciji H* koja inhibira mitohondrijalnu produkciju energije i stimuli$e
formiranje reaktivnih vrsta kiseonika (60, 147).

Gojaznost kao veliki zdravstveni problem u savremenom svetu, ima uticaja na
morbiditet 1 mortalitet ljudi svih godina. Dodatno gojaznost, a naroCito ona

abdominalnog tipa, navodi se kao znacajan faktor nastanka metabolickog sindroma i
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povecane incidence kardiovaskularnih dogadaja (147). Mehanizmi kojima gojaznost
doprinosi pove¢anom kardiovaskularnom riziku ukljucuju metabolicke poremecaje, kao
Sto su dislipidemija i hiperinsulinemija, promene u homeostazi i inflamaciju (147,148).
Statisticki znacajna korelacija pokazana je izmedu podloznosti lipoproteina
peroksidaciji, stepena gojaznosti i rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti (149).
Povecana peroksidacija dovodi do smanjenja nivoa polinezasi¢enih masnih Kiselina, ali
i smanjene fluidnosti i promene strukture membrane eritrocita §to uzrokuje promenu
oblika i difuzionog kapaciteta eritrocita, a time i smanjuje snabdevanje tkiva
kiseonikom (138). Upravo smanjena oksigenacija kardiovaskularnih i endotelnih celija
moze biti jedan od mehanizama kojima gojaznost u relaciji sa oksidativnim stresom
doprinosi nastanku ateroskleroze, hipertenzije i kardiovaskularnih dogadaja uopste
(150).

U fosfolipidima membrane eritrocita gojaznih Zena pokazan je znacajno nizi
sadrzaj n-3 PUFA 1 indeks nezasi¢enosti, kao i znacajno visi odnos n-6/n-3 PUFA u
odnosu na Zene sa normalnim ITM (151). U ovoj grupi, visi prooksidativni status
doprineo je i smanjenoj fluidnosti membrane eritrocita odnosno njenoj rigidnosti. Autori
su dobijene rezultati objasnili vecom podloznos¢u membrane eritrocita in vitro
indukovanoj peroksidaciji, ve¢im sadrzajem holesterola i smanjenim odnosom sadrzaja
holesterola 1 fosfolipida u membranama eritrocita gojaznih ispitanika. Slicno su
pokazali Cordero i sar. (152) koji su pratili status masnih kiselina u membranama
eritrocita i markere inflamacije kod adolescenata sa normalnom i prekomernom
telesnom masom. U eritrocitima gojaznih adolescenata zabelezen je statisticki znacajno
nizi sadrzaj MUFA, ukupnih i n-6 PUFA, a visi sadrzaj SFA. Dodatno, veéi nivo
pokazatelja inflamacije je uoCen u ovoj grupi. Ovim je potvrdeno da je gojaznost
pracena stanjem hroni¢ne inflamacije $to doprinosi veéem riziku za nastanak KVB.
Navedeni literaturni podaci potvrduju znacaj zabelezenih efekata koje je konzumacija
soka ispoljila na profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita ispitanika sa

abdominalnom gojaznoscu (Grupa Il).

Sliéno efektima konzumacije soka od aronije u Grupama | i Il, i u Grupi Il
ispitanika zabelezen je porast sadrzaja nezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima
membrana eritrocita. lako vrednost ukupnih PUFA nije bila statisticki zna€ajno viSa na

kraju interventnog perioda u odnosu na pocetnu vrednost (p=0,07), ovaj rezultat je od
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znacCaja jer upucuje na smanjenje oksidativnog oSte¢enja membranskih lipida. Relativni
sadrzaj n-3 PUFA znacajno je porastao nakon 4 nedelje svakodnevne konzumacije 200
mL Soka A (p<0,05). Zastupljenost najvaznijih pojedina¢nih n-3 masnih kiselina, EPA
(C20:5n-3) i DHA (C22:6n-3), nije se statisticki znaCajno promenila. Ipak, za obe
kiseline zabelezena je tendencija porasta u njihovom relativnom sadrzaju, nesto
izrazenija u slucaju EPA (p=0.062). Posledi¢no, omega-3 indeks bio je statisticki
znacajno visi na kraju interventnog perioda (p=0,05). Za razliku od prethodne dve
grupe, kod ispitanika sa povisenim krvnim pritiskom redovna konzumacija soka od
aronije u trajanju od 4 nedelje nije dovela do znac¢ajnog smanjenja relativnog odnosa n-
6/n-3 (p=0,297). S obzirom da je sadrzaj n-3 PUFA statisti¢ki povecan, ovo se moze
objasniti blagim porastom i u sadrzaju ukupnih n-6 PUFA Koji je za masnu kiselinu
C20:3n-6 bio statisticki znacajan (p<0,05). Indeks nezasi¢enosti, kao merilo prosecnog
sadrzaja dvostrukih veza u masnim kiselinama bio je visi na kraju interventnog perioda
u odnosu na vrednost pre pocetka konzumacije. Ipak, kao i u slucaju sadrzaja PUFA,
ovaj porast nije bio statisticki znac¢ajan (p=0,061).

Pokazano je da je patogeneza arterijske hipertenzije povezana sa modifikovanim
profilom masnih kiselina u membranskom lipidnom matriksu. Smatra se da upravo ova
modifikacija, pre svega smanjen sadrzaj PUFA, deluje stimulativho na sintezu
uticaj vazokonstriktora (143). Zajedno sa pove¢anom membranskom viskozno§c¢u, ovo
doprinosi nastanku hipertenzije. Deficit PUFA u membrani dovodi do promena u
fluidnosti fosfolipida kao i konfiguraciji i funkciji integralnih proteina, jonskih kanala i
receptora (153,154). Hipotenzivni efekti n-3 masnih kiselina dovode se u vezu sa
regulacijom vaskularne, sréane i autonomne funkcije. Uticaj na vaskularnu funkciju n-3
masne kiseline, izmedu ostalog, ostvaruju i na nivou ¢elijske membrane, s obzirom da
uticu na njene fizicko-hemijske karakteristike, fluidnost i permeabilnost. Ovo se
odrazava na funkciju kako membrane, tako i membranski vezanih proteina (155).
Povetanje sadrzaja n-3 masnih kiselina u membrani moduliSe signalne puteve i
doprinosi  antiinflamatornim i antiaritmijskim  efektima kroz interakciju sa
membranskim kanalima i receptorima. N-3 PUFA su ligandi za nuklearne receptore u
razli¢itim tkivima, a uticaj na inflamatorne procese 1 metabolizam lipida ostvaruju 1 kroz

regulaciju genske ekspresije nuklearnih receptora i transkripcionih faktora (154).
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Pored pokazane inverzne asocijacije izmedu sadrzaja PUFA u membranama i
rizika za nastanak hipertenzije (41) masnokiselinski profil membrana od znacaja je u
odredivanju ukupnog kardiovaskularnog rizika. Studija koja je evaluirala sadrzaj n-3
masnih kiselina u membranama eritrocita kod pacijenata sa akutnim koronarnim
sindromom, anginom pektoris ili infarktom miokarda, ustanovila je negativnu
asocijaciju izmedu sadrzaja EPA 1 DHA 1 rizika za ove kardiovaskularne dogadaje
(156). Autori studije dalje dodaju da porast sadrzaja n-3 masnih kiselina u membranama
kardiocita smanjuje podloznost ventrikularnim aritmijama i smanjuje verovatnocu
sréanog napada i iznenadne smrti. Ispitivanje povezanosti izmedu ambulatorno merenog
krvnog pritiska i profila masnih kiselina u eritrocitima pokazalo je negativnu korelaciju
izmedu 24 h SBP i relativnog sadrzaja n-3 masnih kiselina u membrani. Negativna
korelacija pokazana je, nezavisno od godina, pola i ITM, kako za sadrzaj ukupnih n-3

masnih kiselina tako i za omega-3 indeks i relativni sadrzaj EPA (157).

Ambulatorno merenje krvnog pritiska se sve vise preporucuje u klinickoj praksi,
narocito kod pacijenata sa velikim varijacijama u vrednostima krvnog pritiska merenog
u ordinaciji ili u ku¢nim uslovima (158). Ovaj na¢in omogucava pracenje pritiska tokom
24 h pri uobicajenim dnevnim aktivnostima, a smatra se da moze da dijagnostikuje
hipertenziju u ¢ak 10 do 40 % ispitanika koji su normotenzivni pri uobicajenom
merenju krvnog pritiska (159,160). Dodatno, brojne studije pokazale su da rizik za
kardiovaskularne bolesti bolje koreliSe sa vrednostima krvnog pritiska dobijenim
ambulatornim putem nego sa uobi¢ajenim merenjem u ordinaciji (161-163). Izmedu
ostalog, ambulatorno merenje preporucuje se kada se prati efekat antihipertenzivne
terapije jer smanjuje varijabilnost procene krvnog pritiska. Uzimajuéi u obzir navedeno,
upravo ambulatornim merenjem krvnog pritiska pratili smo potencijalni hipotenzivni
efekat svakodnevne konzumacije Soka A u trajanju od 4 nedelje u Il Grupi ispitanika.

Rezultati ispitivanja uticaja svakodnevne konzumacije 200 mL Soka A na
vrednosti krvnog pritiska u Grupi Il upucuju na potencijalno hipotenzivno delovanje
aronije. Nakon 4 nedelje konzumacije soka zabelezeno je statisticki znac¢ajno smanjenje
(p<0,05) prose¢nog krvnog pritiska u toku 24 h, koje je iznosilo za sistolni 7,3 mmHg,
odnosno 4,0 mmHg za dijastolni. Ovakav efekat zabeleZzen je i za prosecne vrednosti
pritiska u toku dana, kada su vrednosti SBP i DBP snizene za 7,8 mmHg (p<0,05) i 4,7

mmHg (p<0,05). U slucaju vrednosti u toku sna, nije bilo ve¢ih promena. Statisti¢ki
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znaCajno smanjena je standardna devijacija, odnosno variranje sistolnog krvnog pritiska
u toku dana (p<0,01), kao i pulsni pritisak u toku 24 h (p<0,05).

U skladu sa rezultatima dobijenim u Grupi I, bilo je zabelezeno smanjenje
krvnog pritiska u Grupi II koje je bilo na granici statisticke znacajnosti za vrednost
sistolnog pritiska (p=0,05) i iznosilo je 6,3 mmHg. lako su vrednosti krvnog pritiska u
Grupi II odredivane klasi¢nim putem, zabelezeni hipotenzivni efekat je od znacaja s
obzirom na ukazanu povezanost gojaznosti, narocito centralne akumulacije masti, sa
rizikom za nastanak hipertenzije i KVB. Moze se reci, da je ovakav efekat bio oCekivan
bududi da je sok od aronije pokazao povoljan efekat na nivo oksidativnog stresa i ITM u
Grupi II, a kao $to je ve¢ navedeno oksidativni stres i prekomerna telesna masa
doprinose patogenezi hipertenzije.

Povoljno delovanje proizvoda od aronije na krvni pritisak pokazano je i u
drugim humanim interventnim studijama. Statisticki znacajno smanjenje krvnog
pritiska, kako sistolnog tako i dijastolnog, zabeleZeno je kod ispitanika sa metabolickim
sindromom nakon redovne konzumacije polifenolima bogatog ekstrakta aronije u
trajanju od 2 meseca (94). Slicno je pokazano 1 kod osoba sa blagom
hiperholesterolemijom kod kojih je 6 nedelja duga konzumacija soka od aronije
rezultovala smanjenjem krvnog pritiska, koje je bilo statisticki znacajno za DBP (95).
Primena ekstrakta aronije bogatog flavonoidima u trajanju od 6 nedelja pokazala je
znacajnu redukciju SBP 1 DBP kod pacijenata koji su preziveli infarkt miokarda 1
redovno uzimali statine (96).

Poslednjih godina intenzivno se traga za prirodnim proizvodima koji bi se,
zahvaljujuéi prisutnim aktivnim komponentama, mogli primenjivati kao funkcionalna
hrana sa antihipertenzivnim delovanjem. Rezultati epidemioloskih studija su pokazali da
unos polifenola smanjuje rizik za nastanak ateroskleroze kroz povoljan efekat na krvni
pritisak, lipidni profil i nivo Secera u krvi. Hipotenzivni efekat polifenola dovodi se u
vezu sa njihovim uticajem na vaskularnu funkciju i sintezu azot-monoksida (NO) u
vaskularnom endotelijumu (164). Dodatno, pokazano je da pojedini flavonoidi pri
svojim fizioloskim koncentracijama deluju kao inhibitori angiotenzin I-konvertujuceg
enzima (ACE) i time smanjuju vazokonstriktivno dejstvo angiotenzina II. Medu
jedinjenjima koja su pokazala in vitro ACE inhibitorni efekat nalaze se i cijanidin-

glikozidi, ¢iji su najveci bioloski izvor plodovi aronije (165). Neki autori smatraju da je
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hipotenzivno dejstvo proizvoda od aronije, potvrdeno in vitro i in vivo, posledica
razli¢itih mehanizama delovanja, kao i1 njihovog visokog antioksidativnog kapaciteta
(166). Polifenolima bogat ekstrakt aronije pokazao je in vitro ACE inhibitornu aktivnost
u plazmi zdravih ispitanika, pri cemu je ICso vrednost bila oko 300 puta veca u odnosu
na ICso koju je pokazao kaptopril, standardni ACE inhibitor (166). Hellstrém i sar. su
pokazali in vivo hipotenzivni efekat soka od aronije kod spontano hipertenzivnih
pacova, koji je bio najizraZeniji 3 sata po administraciji soka (167). lako se
hipotenzivno delovanje soka od aronije uglavnom pripisuje polifenolima kao glavnim
aktivnim principima, neki autori smatraju da ovaj efekat potice i od drugih komponenti
soka koje na krvni pritisak deluju nezavisno ili udruzeno sa polifenolima (167).
Ispitivanja hemijskog sastava soka od aronije, pokazala su relativno visok sadrzaj
kalijuma, koji je u svezem soku iznosi nesto manje od 3 g/L, a u pasterizovanom oko 2
g/L (86). Adekvatan unos kalijuma pokazuje povoljan efekat na krvni pritisak i
smanjuje rizik od sréanih aritmija. Meta-analiza randomizovanih klinickih studija
pokazala je da unos suplemenata kalijuma redukuje vrednosti sistolnog i dijastolnog
krvnog pritiska kako kod hipertenzivnih tako i kod normotenzivnih osoba (117).
Povoljan efekat koji je konzumacija soka ploda aronije pokazala na vrednosti
krvnog pritiska u Grupama Il i III znacajan je pokazatelj njegovog kardioprotektivnog
delovanja. Hipertenzija se smatra vodecim faktorom rizika za nastanak
kardiovaskularnih bolesti 1 povezana je sa brojnim nezeljenim dogadajima, kao Sto su
sr¢ana insuficijencija, aritmije, fatalni infarkt miokarda, moZdani udar 1 intrakranijalna
hemoragija (168-170). Kod starijih ljudi pokazana je direktna asocijacija izmedu SBP,
DBP i pulsnog pritiska i rizika od infarkta miokarda i Sloga, a kao najbolji prediktor
kardiovaskularnih dogadaja pokazao se SBP (169). lako je asocijacija izmedu
kardiovaskularnog rizika i razli¢itih stadijuma hipertenzije Siroko prihvacena, daleko
manji broj studija ocenjivao je apsolutni i relativni rizik za KVB kod ispitanika sa
visokim-normalnim krvnim pritiskom. Ipak, ispitivanje sprovedeno u razli¢itim
etni¢kim grupama pokazalo je da je i visoki-normalan krvni pritisak faktor rizika za
koronarnu bolest srca i to kod oba pola (51). Dodatno, rizik za pojavu infarkta miokarda
i Sloga pracen u urbanoj populaciji Japana, bio je veci kod osoba sa visokim-normalnim
krvnim pritiskom u odnosu na osobe sa vrednostima krvnog pritiska u optimalnom

opsegu (171).
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Kod vecine osoba kojima je dijagnostikovana hipertenzija, pored povisenog
krvnog pritiska, prisutni su i dodatni faktori rizika za nastanak KVB. Zapravo, mali broj
ljudi ima izolovanu hipertenziju. Hipertenzija je Cesto pra¢ena visokim vrednostima
holesterola, triglicerida, povec¢anim ITM, glikemijom i1 poviSenim sr¢anim ritmom
(172). Smatra se da incidenca kardiovaskularnih dogadaja zavisi od dodatnih faktora
rizika, prisutnih uz povisen pritisak, kao i njihovog broja (49,173,174). Povoljni efekti
aronije na tradicionalne metabolicke faktore rizika za nastanak KVB, pokazan je u
razli¢itim interventnim studijama (93-96). Rezultati svakodnevne konzumacije Soka A
kod ispitanika u Grupi III pokazali su statisticki znacajno smanjenje nivoa triglicerida
nakon 4 nedelje (p<0,05). Ovo je bilo u skladu sa prethodnim studijama. Znacajno
smanjenje nivoa triglicerida, kao i ukupnog i LDL holesterola zabelezeno je kod ljudi sa
blagom hiperholesterolemijom nakon 6 nedelja svakodnevne konzumacije soka (95).
Sliéno je pokazano i nakon 2 meseca konzumacije ekstrakta aronije kod ljudi sa
metaboli¢kim sindromom (94). U slu¢aju Grupe III, zabelezenu su i nesto nize vrednosti
LDL holesterola na kraju interventnog perioda, ali ovo nije bilo statisticki znacajno
(p=0,090). Kod druge dve grupe ispitanika, nisu zabelezene znacajnije promene u
biohemijskim parametrima. U slucaju Grupe I, koju su ¢inili zdravi ispitanici bez
faktora rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti, vrednosti svih merenih
biohemijskih parametara bile su u referentnim intervalima, kako na pocetku tako 1 na
kraju interventnog perioda. Kod Grupe II zabeleZene su povisene vrednosti ukupnog i
LDL holesterola, triglicerida 1 glukoze pre pocetka konzumacije soka. Iako je, osim u
slucaju glukoze, zabelezen pad u vrednostima ovih parametra, promene nisu bile
statisticke znacajne. Pad u ukupnom i LDL holesterolu, pracen je smanjenjem vrednosti
HDL holesterola (p<0,05).

Imajuéi u vidu utvrdenu asocijaciju izmedu oksidativnog stresa i patogeneze
hroni¢nih bolesti, u cilju smanjenja ucestalosti njihovog nastanka i kardiovaskularnog
rizika, predlozeno je ukljucivanje dijetarnih antioksidanasa u svakodnevnu ishranu
(65,66). Medu komponentama prisutnim u biljnoj hrani, kao najpotentniji antioksidansi
izdvajaju se polifenoli, s obzirom na njihovu Siroku zastupljenost, visok dijetarni unos i
izrazen antioksidativni kapacitet. Hrana bogata polifenolima, pre svega, voce, ¢ajevi i
crno vino, pokazala je korisne efekte po zdravlje ljudi u brojnim epidemioloskim

studijama. Smanjenje nivoa oksidativnog stresa i inflamatornih procesa nakon
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suplementacije polifenolima bogatim proizvodima zabelezeni su kod ispitanika sa
razli¢itim faktorima rizika za KVB, kao $to su pacijenti na dijalizi, oboleli od dijabetesa
1 osobe sa metabolickim sindromom (175-177). Od znacaja je i Cinjenica da su
protektivni efekti dijetarnih antioksidanasa ustanovljeni i kod zdravih dobrovoljaca,
kako mladih, tako i starijih, te je sugerisano na njihovu potencijalnu primenu u
primarnoj prevenciji kardiovaskularnih i drugih bolesti (175,178). Tako je smanjenje
nivoa lipidne peroksidacije zabelezeno i kod ispitanika sa metaboli¢kim sindromom i u
zdravoj kontrolnoj grupi nakon suplemntacije sokom od citrusa koji je u sebi sadrzao

ekstrakt aronije (175).

Polifenoli se smatraju bioaktivnim principima plodova aronije i njihovih
proizvoda, zasluznim za povoljne efekte na ocuvanje zdravlja ljudi. Medu prisutnim
klasama polifenola, najviSe paznje posvecuje se antocijanima, koji ¢ine oko 25%
ukupnih polifenola u plodovima aronije. Smatra se da njihov doprinos antoksidativnoj
aktivnosti soka od aronije iznosi i do 40% (84). Antocijani su u plodovima aronije
prisutni u formi cijanidin-3-glikozida, i to kao arabinozid, glukozid, galaktozid i
ksilozid. Da bi polifenoli, kao i druge komponente hrane, delovali u organizmu, moraju
putem krvi da dospeju do tkiva, odnosno ¢elija ciljnih organa. Zbog toga je neophodno
identifikovanje formi i metabolita u kojima su dijetarni polifenoli prisutni u organizmu.
Za vecinu polifenolnih jedinjenja pokazano je da se intenzivno metaboliSu, te se
molekularne forme u kojima su prisutni u cirkulaciji razlikuju od oblika u kojima su
prisutni u hrani. Kao rezultat metabolickih transformacija, polifenoli su u organizmu
najcesce prisutni u formi metabolita, konjugata, odnosno glukuronida i sulfata, koji
mogu biti dodatno metilovani (179). Iako je =zabelezen znaajan pomak u
identifikovanju formi u kojima su polifenoli prisutni in vivo, podaci koji se ticu
bioraspolozivosti 1 metabolizma antocijana nisu u potpunosti uniformni. U literaturi se
antocijani Cesto navode kao klasa polifenola sa slabom apsorpcijom i brzom
eliminacijom, te veoma niskom bioraspolozivos¢u. U skladu sa tim, kompromitovani su
zakljucci o njihovom delovanju in vivo (73). Ipak, novije istrazivanje identifikovalo je
cijanidin-glikozide u neizmenjenoj formi i u formi metabolita u organizmu, nakon
konzumacije soka od aronije koji je sadrzao antocijane u relevantnim dnevnim dozama.
Prisustvo neizmenjenih formi antocijana, njihovih glukuronida i metilovanih derivata,

pokazano je u plazmi i urinu u toku 24 h po unosenju soka (180). Suprotno pojedinim
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literaturnim navodima da se antocijani u cirkulaciji nalaze isklju¢ivo u formi
nemetabolisanih glikozida, Kay i sar. su nakon administracije cijanidin-3-glikozida
odraslim muskarcima, kao najzastupljenije forme u serumu detektovali konjugovane
metabolite (181). Studije sprovedene na pacovima pokazale su da se antocijani brzo
apsorbuju u Zelucu i1 tankom crevu, kao 1 da imaju Siroku distribuciju u organizmu
(182,183). Njihovo prisustvo u razli¢itim organima, ukljucujuci srce i masno tkivo
(183) svedoci o potencijalnim povoljnim efektima koje bi antocijani mogli ispoljiti na

ocuvanje zdravlja ljudi i prevenciju KVB i drugih hroni¢nih bolesti.

Na osnovu dobijenih rezultata i iznetih literaturnih podataka, moze se zakljuciti
da je sok ploda aronije ispoljio povoljan efekat na nivo oksidativnog stresa kod zdravih
osoba sa i bez faktora rizika za nastanak KVB. Potencijalni antioksidativni efekat soka
pokazan je kroz stimulaciju aktivnosti antioksidativnih enzima eritrocita koja je
zabeleZzena kod sve tri grupe ispitanika. Delovanje na antioksidativnu enzimsku
aktivnost, uo¢eno je i u serumu ispitanika Grupe I, gde je pokazan rast aktivnosti PON1
prema diazoksonu. Povoljno delovanje na ¢elijsku antioksidativnu zastitu, praceno je i
smanjenjem nivoa oksidativnog o$te¢enja membranskih lipida. Ovo je uoceno kroz
porast relativnog sadrzaja ukupnih 1 n-3 PUFA zabelezen u sve tri grupe ispitanika.
Pokazani efekat na profil masnih kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita svedoce 1
potencijalnom kardioprotektivhom delovanju soka ploda aronije, imajuéi u vidu uticaj

membranske strukture i funkcije na kardiovaskularno zdravlje.

Dalja ispitivanja su potrebna kako bi se u potpunosti razjasnili mehanizmi
potencijalnog antioksidativnog delovanja soka. Dok kod ispitanika sa visokim-
normalnim krvnim pritiskom, odnosno hipertenzijom stadijuma 1 nije zabelezen efekat
ni na jedan odredivan parametar oksidativnog stresa u serumu, u druge dve grupe
ispitanika zabeleZeno je smanjenje TBARS 1 PAB, kao pokazatelja oksidativnog
oSte¢enja. Dodatno, kod ispitanika sa abdominalnom gojaznoS¢u zabelezen je i porast
TAS, §to je od znaCaja s obzirom na pokazanu vezu izmedu gojaznosti i1 sniZzenog
antioksidativnog kapaciteta. Nasuprot tome, u grupi zdravih ispitanika bez faktora rizika
za nastanak KVB zabelezeno je smanjenje nivoa SH grupa i TAS. Ipak, kada se porede
vrednosti parametara oksidativnog stresa u serumu nakon 12 nedelja konzumacije soka i

one pre pocetka intervencije, moze se re¢i da je zabelezena fina modulacija pojedinih
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pokazatelja oksidativnog oSte¢enja i antioksidativne zaStite. Ovo upucuje na
potencijalnu primenu soka od aronije i kod ljudi bez faktora rizika za kardiovaskularne i

druge hroni¢ne bolesti u cilju preveniranja istih.

90



Zakljucci

6. ZAKLJUCCI

Rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije pokazali su povoljne
efekte konzumacije soka ploda aronije, bogatog polifenolima, na pokazatelje
oksidativnog statusa i antioksidativne zaStite u serumu i eritrocitima zdravih osoba sa i
bez faktora rizika za nastanak KVB. U skladu sa postavljenim ciljevima i na osnovu

dobijenih rezultata moze se zakljuciti sledece:

1. Redovna konzumacija soka ploda aronije ispoljila je znacajan uticaj na
pojedine pokazatelje oksidativnog statusa i antioksidativne zaStite u serumu koji je
pokazan:

- smanjenjem nivoa TBARS, PAB, SH grupa i TAS i povecanjem aktivnosti
PON1 prema diazoksonu u grupi zdravih ispitanika bez faktora rizika za nastanak K\VB
nakon redovne konzumacije 100 mL soka u trajanju od 12 nedelja i

- smanjenjem nivoa PAB 1 TBARS 1 povecanjem TAS u grupi ispitanika sa
abdominalnom gojazno$¢u nakon redovne konzumacije 100 mL soka obogaéenog

glukomananom u trajanju od 4 nedelje.

2. Redovna konzumacija soka ploda aronije ispoljila je uticaj na aktivnost
antioksidativnih enzima u eritrocitima pri ¢emu je zabelezeno:

- statisti¢ki znacajno povecanje aktivnosti SOD i GPx nakon 12 nedelja redovne
konzumacije kod zdravih ispitanika bez faktora rizika za KVB,

- statisticki znaCajno povecanje aktivnosti GPx nakon 4 nedelje redovne
konzumacije soka obogacenog glukomananom kod ispitanika sa abdominalnom
gojaznoscu |

- statisticki znacajno povecanje aktivnosti sva tri praena enzima (SOD, GPx 1
CAT) nakon 4 nedelje redovne konzumacije soka kod ispitanika sa visokim-normalnim

krvnim pritiskom, odnosno hipertenzijom stadijuma 1.

3. Redovna konzumacija soka ploda aronije imala je uticaj na profil masnih

kiselina u fosfolipidima membrane eritrocita koji se ispoljio kroz:
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- povecéanje relativnog sadrzaja ukupnih PUFA, prac¢eno povecanjem indeksa
nezasicenosti, zabelezeno u sve tri grupe ispitanika sa statistickom znacajno$c¢u u grupi
zdravih ispitanika bez faktora rizika za KVB,

- statisticki zna¢ajno povecanje relativnog sadrzaja n-3 PUFA i omega-3 indeksa
u sve tri grupe ispitanika,

- statisticki znacajno povecanje relativnog sadrzaja DHA i1 smanjenje n-6/n-3
odnosa u grupi zdravih ispitanika bez faktora rizika za KVB i grupi ispitanika sa
abdominalnom gojaznos$cu i

- statisticki znac¢ajno smanjenje relativnog sadrzaja ukupnih MUFA 1 oleinske
kiseline (C18:1n-9) u grupi zdravih ispitanika bez faktora rizika za KVB i grupi

ispitanika sa abdominalnom gojaznoscu.

4. Redovna konzumacija soka ploda aronije u grupi zdravih ispitanika bez
faktora rizika za nastanak KVB dovela je do porasta u aktivnosti enzima GPx koji je bio
u korelaciji sa porastom u sadrzaju PUFA. Pozitivna korelacija je ustanovljena izmedu
porasta u aktivnosti GPx 1 porasta u relativnom sadrzaju ukupnih PUFA, n-3 PUFA, n-6

PUFA i indeksa nezasi¢enosti nakon 12 nedelja redovne konzumacije soka.

5. Redovna konzumacija soka ploda aronije u trajanju od 4 nedelje ispoljila je
uticaj na vrednosti ambulatorno merenog arterijskog krvnog pritiska kod ispitanika sa
visokim-normalnim krvnim pritiskom, odnosno hipertenzijom stadijuma 1 pri ¢emu je
zabeleZeno:

- statisticki znac¢ajno smanjenje prosecnog SBP i DBP u toku 24 h

- statistiCki znacajno smanjene prose¢nih vrednosti SBP i DBP u toku dana (u
budnom stanju),

- statisti¢ki znacajno smanjenje prosecnog pulsnog pritiska u toku 24 h,

- statisticki znac¢ajno smanjenje standardne devijacije sistolnog krvnog pritiska u

toku dana.

Redovna konzumacija soka ploda aronije obogacenog glukomananom kod
ispitanika sa abdominalnom gojaznosc¢u u trajanju od 4 nedelje dovela je do smanjenja
vrednosti arterijskog krvnog pritiska, merenog klasi¢nim putem, koje je bilo statisticki

znacajno za SBP.
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6. Redovna konzumacija soka ploda aronije obogacenog glukomananom kod
ispitanika sa abdominalnom gojazno$¢u u trajanju od 4 nedelje ispoljila je uticaj na
antropometrijske parametre koji je pokazan statisticki znacajnim smanjenjem ITM,

obima struka, mase masti i % vode.

7. Redovna konzumacija soka ploda aronije ispoljila je efekat na vrednosti
biohemijskih parametara koji su tradicionalni faktori rizika za nastanak KVB. Pri tome
je zabelezeno:

- statisticki znaCajno smanjenje nivoa triglicerida kod ispitanika sa visokim-
normalnim krvnim pritiskom, odnosno hipertenzijom stadijuma 1 nakon 4 nedelje
redovne konzumacije soka, pra¢eno smanjenjem nivoa ukupnog i LDL holesterola, koje
nije bilo statisti¢ki znacajno i

- smanjenje nivoa ukupnog, LDL i HDL holesterola, koje je bilo statisticki
znacajno za HDL holesterol, kod ispitanika sa abdominalnom gojaznos¢éu nakon 4

nedelje redovne konzumacije soka obogacenog glukomananom.

Zabelezeni efekti na faktore rizika za KVB u skladu su sa pokazanim
delovanjem na markere oksidativnog stresa, s obzirom da brojni literaturni podaci
svedoCe o asocijaciji oksidativnog stresa sa patogenezom KVB i1 drugih hroni¢nih
bolesti.

Povoljno delovanje na nivo oksidativnog oSteenja lipida 1 aktivnost
antioksidativnih enzima u eritrocitima, zajedno sa hipotenzivnim efektima i uticajem na
lipidni status i antropometrijske pokazatelje gojaznosti, upucuje na znacaj konzumacije
soka od aronije u cilju oCuvanja zdravlja ljudi i1 prevencije kardiovaskularnih 1 drugih

hroni¢nih bolesti.
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8.PRILOZI

PRILOG 1. Hemikalije kori$¢ene u eksperimentalnom radu

Tabela P1. Hemikalije kori$¢ene u eksperimentalnom radu

Prilozi

Naziv hemikalije

Proizvodac

Folin-Ciocalteu reagens

Sigma-Aldrich, Nemacka

Natrijum-karonat (Na2COs3)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Galna kiselina

Sigma-Aldrich, Nemacka

Kalijum-hlorid (KCI)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Natrijum-acetat (CH;COONa)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Metanol

Zorka Pharma, Srbija

Etanol

Zorka Pharma, Srbija

2,2-difenil-1-pikrilhidrazil (DPPH)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Hlorovodonic¢na kiselina

Centrohem, Srbija

Tiobariturna kiselina (TBA)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Trihlorsiréetna kiselina (TCA)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Malondialdehid bis-dimetilacetal

Acros Organics, Belgija

3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB)

Acros Organics, Belgija

Vodonik-peroksid (30%)

Acros Organics, Belgija

Mokraéna kiselina

Acros Organics, Belgija

Dimetil-sulfoksid (DMSO)

Acros Organics, Belgija

Hloramin T

Acros Organics, Belgija

Peroksidaza

Acros Organics, Belgija
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Prilozi

Ksilenol-oranz

Acros Organics, Belgija

Natrijum-hlorid (NaCl)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Sumporna kiselina

Centrohem, Srbija

Glicerol

Lach: Ner, Ceska

Feroamonijum-sulfat

Acros Organics, Belgija

O-dianizidin-dihidrohlorid

Sigma-Aldrich, Nemacka

2,2-azobis(3-etilbenzotiazolidin-6-
sulfonat) (ABTS)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Trolox: 6-hidroksi-2,5,7,8 -
tetrametilhroman-2-karboksilna kiselina

Sigma-Aldrich, Nemacka

2,2'-dinitro-5,5'-ditio-benzojeva kiselina
(DTNB)

Merck, Nemacka

Glutation (GSH)

Acros Organics, Belgija

Kalcijum-hlorid (CaCly)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Paraokson
(O,0-dietil-O-p-nitrofenilfosfat)

Chem Service, SAD

Diazokson (O,0O-dietil-O-(2-izopropil-
6-metil-4-pirimidinil)-fosfat)

Chem Service, SAD

Izopropanol

Centrohem, Srbija

Hloroform

Centrohem, Srbija

Butil-hidroksitoluen (BHT)

Sigma-Aldrich, Nemacka

Petrol etar

Centrohem, Srbija

Dietil etar

Centrohem, Srbija

Sir¢etna kiselina

Centrohem, Srbija

Silika gel GF2s4

Merck, Nemacka

Natrijum-hidroksid (NaOH)

Sigma-Aldrich, Nemacka

n-Heksan

J. T. Baker, SAD

Standard masnih kiselina

Sigma-Aldrich, Nemacka
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PRILOG 2. Rastvori koriS¢eni u eksperimentalnom radu

Tabela P2. Rastvori koris¢eni u eksperimentalnom radu

Prilozi

Naziv rastvora Sastav
Pufer sa natrijum-acetatom 0,4 M CH:COONa x 3Hz0
! pH 4,5 (HCI)
.. ) 0,025 M KCI
Pufer sa kalijum-hloridom oH 1 (HCI)

Acetatni pufer pH 5,6

0,05 M CH3COOH
pH 5,6 (2,5 M NaOH)

Acetatni pufer pH 4,5

0,05 M CH3COOH
pH 5,6 (2,5 M NaOH)

Acetatni pufer pH 3,6

0,03 M CH;COOH
0,03 M CH3COONa

Acetatni pufer pH 5,8

0,04 M CH;COOH
0,04 M CH3COONa

Fosfatni pufer pH 7,4

0,03 M K2HPO4
0,03 M KH2POq4

Fosfatni pufer pH 7

0,05 M K2HPO4
0,05 M KH2POq4

Fosfatni pufer pH 9

0,2 M KaHPO4
0,002 M tetranatrijum-EDTA
pH 9 (NaOH ili HCI)

1 M Tris (2-amino-2-hidroksimetil-1,3-

Tris-HCI pufer pH 8,5 propandiol)
pH 8.5 (1 M HCI)
. 1 M Tris
Tris-HCI pufer pH 8,0 oH 8 (1 M HCl)

Drabkin reagens

Komercijalan; MOL Beograd, Srbija
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IZJAVA O AUTORSTVU

Mpunor 1.

N3jaBa o ayTopcTBY
MoTnucana HeseHa Kapaym
6poj nHpekca 3/11

UsjaBrbyjem
Aa je AoKTopCKa AgucepTaumja nof Hacnosom

YTuuaj coka nnoaa apoHuje Ha Mapkepe oKCUAATUBHOT cTaTyca u npocun

MacHMX KMcenuHa koa sgpaBux ocoba ca u 6e3 pakTopa pu3nka 3a HacTaHak

KapauoBacKynapHux Gonectu

e pesynTtaT CONCTBEHOr NCTPaXXnsadkor pana,

e [Ja npeanoxeHa gvceprauuja y UeNvHW HU y AenoBumMa Huje 6una npeanoxeHa
3a pobwvjarbe GWNO koje AUNNOME npema CTYAWjCKUM nporpamuma apyrux
BWCOKOLLKOSICKUX yCTaHoBa,

e [a Cy pes3ynrtatu KOPeKTHO HaBeaeHn n

e [a HMCaM KpLiMo/na ayTopcka npaBa W KOPUCTUO WHTENEeKTyasnHy CBOjUHY
apyrux nuua.

MoTnuc pokTropaHpa

’Heéeﬁtck (A.@%W
1 Jd

Y Beorpagy, 15.02.2015.
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IZJAVA O ISTOVETNOSTI STAMPANE I ELEKTRONSKE VERZIJE
DOKTORSKOG RADA

Mpunor 2.

M3jaBa 0 UICTOBETHOCTY WITAMMNAHE U eNeKTPOHCKe
Bep3uje NOKTOPCKOr paaa

Wne v npeanme ayropa Hegera Kapaym

Epo| uHgerca _ 31

Cryaujcxu nporpam Meguyuscka Saoxemuja

Hacnos papa YTuuaj coka nnona apoHuje Ha Mapkepe OKCHAATUBHOr Craryca
¥ _Npodun MacHUX KUCeNuHa Koa 3apaeux ocoba ca u Ges hakropa puamka aa

HACTaHaK KapaAuoBackynapHux Sonecru

MerHrop Ap Cnasuya Cnacuh. npothacep emepurye GapmayeyTcker dakynreta
Yuueepaureta y Beorpany

Mornucana___Heeera Kapaym

WzjaeroyjeM Oa je wramnaHa Bepsnja mMor JOKTOPCKOr Pafa MCTOSEeTHa ENSKTPoHCKO)
Sepanjn  KOjy cam npejac/na 3a  objapruuBare Ha noprany Aurvranuor
penosuTopujyma Yuusepauteta y Beorpaay.

fossorbagam ga ce ofjase MoK NuuKHY NoAauW BE3aHK 3a Acbujare akagemcror
38atba QOKTOPA Hayxa, a0 WTo Cy UME 1 NPeaume, roadHa it MecTo pofierma » narym
oaSpaHe pana

OBt nuunn nogauw mory o2 oBjasury Ha MPEXHKM CTPEHMLEME AWrKTanHe
GulnuoTere. y @NEKTPOHCKOM KaTanory 1 y nydrukauvjama YuusepauteTa y Beorpany

Mornuc aokTopaHaa
¥ Beorpagy. 15.02.2015.

\ .'
Hebee: Ueopupy
57

J Y

117



IZJAVA O KORISCENJU

Mpunor 3.

UsjaBa o0 kopuwherwy

Osnawhyjem YHusepantetcky 6ubnuoteky ,Ceetosap Mapkosuh* aa y [urutantu
penosunTopujym YHueepsuteTta y Beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKYy AucepTauujy noa
HacnoBoMm:

YTuuaj coka nnoaa apoHuje Ha Mapkepe OKCUAATUBHOT cTaTyca u npodun
MacHuUX KMcenuHa Kog 3gpasux ocoba ca u 6e3 chakTopa pu3mka 3a HacTaHak

KapAvoBacKynapHux 6onecTy

Koja je Moje ayTopcko Aeno.

[OuncepTauujy ca cBUM Npunosvma npejao/na cam y enekTpoHCKOM hopmaTy NoroaHoM
3a TpajHO apxvBUpatLe.

Mojy AoKTOpCKy AucepTaunjy noxpakeHy y QurutanHu peno3utopujym YHusepauteTa
y Beorpagy Mory aa kopucte CBW Koju nowTyjy onpeabe cappxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTueHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a kojy cam ce oany4uo/na.

1. AytopcTteo

2. AyTOpCTBO - HEKOMEpLUUjanHo
@AyTopCTBo — HekomepuwmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjanHO — AeNUTU Nog UCTUM YyCnoBrMa
5. AytopcTeo — 6e3 npepaae

6. AyTopcTBO — AENVUTW NoA UCTUM ycnosuma

(Monumo ga 3aokpyxuTe camo jegHy OA LIecT MOHYNeHWX NUUEeHUM, KpaTak onuc
nMUeHUn aart je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc pokTopaHpa

Y Beorpaay, 15.02.2015. %
TITD B (“*MW
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