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Uticaj razlicitih vrsta hrane na parametre oksidativnog stresa i masnokiselinski

profil fosfolipida jetre pacova

Sazetak

Sastav masnih kiselina lipida, posebno fosfolipida (PL) glavnih konstituenata ¢elijskih
membrana zavisi od brojnih faktora. U poslednje vreme povecano je interesovanje za
istrazivanja novih antioksidanasa u ishrani, ukljucuju¢i omega-3 masne kiseline i
bioaktivne proteine prisutne u mleku. Uticaj razli¢itih vrsta hrane, odnosno njihovog
masnokiselinskog sastava na profil masnih kiselina fosfolipida tkiva nije dovoljno
ispitivan. Stoga, cilj ove doktorske disertacije je bio ispitivanje efekta unosa tri razlicite
vrste hrane (standardne hrane, hrane obogacene ribljim brasnom i hrane obogacene
mlekom u prahu) na biohemijske parametre u krvi, masnokiselinske profile fosfolipida
jetre 1 na parametre oksidativnog stresa u jetri pacova Wistar soja, starosne dobi Cetiri
meseca u trajanju od Cetiri nedelje. U okviru ove studije, poreden je manokiselinski
profil u hranama razli¢itog sastava, a takode 1 u fosfolipidima jetri Zivotinja nakon
tretmana. Preciznije, cilj je bio izdvajanje pojedina¢nih masnih kiselina, koje su najvise
doprinele razlici u sastavu fosfolipida jetre, kao 1 ispitivanje polno specificnog odgovora
tkiva na primenjene vrste hrane.

Rezultati ove disertacije su pokazali da hrana obogacena ribljim brasnom 1 hrana
obogacena mlekom u prahu menja sastav masnih kiselina fosfolipida i njihov odnos u
jetri pacova, na polno specifi¢an na¢in. Primenjene hrane su promenile odnos ukupnih
zasi¢enih (SFA), mononezasi¢enih (MUFA) 1 polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA),
ali su efekti polno specifi¢ni. Hrana obogacena mlekom u prahu je smanjila sadrzaj SFA
1 povecala udeo MUFA kod muzjaka, i PUFA kod Zenki, u odnosu na standardnu hranu.
Ista vrsta hrane je smanjila procenat ukupnih n-3, povecala procenat ukupnih n-6 1
odnos n-6/n-3 kod muzjaka u odnosu na druge vrste hrana. S druge strane, kod zenki,
hrana obogacena ribljim braSnom povecala je procenat ukupnih n-3, smanjila procenat
ukupnih n-6 1 odnos n-6/n-3 u poredenju sa standardnom hranom i hranom obogacenom
mlekom u prahu. Hrana je na polno specifican nacin uticala i na odnos pojedina¢nih
masnih kiselina u PL jetre. Dok je kod Zenki hrana obogacena ribljim brasnom smanjila

sadrzaj arahidonske (AA) 1 povecala udeo eikosapentaenske (EPA), dokosapentaenske



(DPA) 1 dosaheksaenske kiseline (DHA), ista vrsta hrane je povecala samo udeo DHA
kod muzjaka. Grupa pacova koja je hranjena hranom obogacenom ribljim brasnom
imala je vece aktivnosti GPx 1 CAT u odnosu na kontrolu i grupu koja je hranjena
hranom obogac¢enom mlekom u prahu. Uprkos nesto niZzim vrednostima lipidne
peroksidacije u grupi koja je hranjena hranom obogacenom mlekom u prahu, nisu
utvrdene znacajne razlike u poredenju sa drugim grupama. Inicijalne polne razlike u
sastavu masnih kiselina PL jetre pacova mogu biti modulisane tipom ishrane. Pored
toga, modulatorni efekti hrane obogacene mlekom u prahu 1 hrane obogacene ribljim
braSnom na profil masnih kiselina PL jetre su polno specifi¢ni. Ishrana bogata ribom bi
mogla delovati povoljno na oksidativni status preko poboljSanja aktivnosti
antioksidativnih enzima jetre.

Ovim je otvoreno znacajno polje istrazivanja uticaja potencijalno funkcionalne hrane, u
eksperimentalnim uslovima, na profil lipida u razli¢itim tkivima. Takode, veliki znacaj

bi imala 1 istraZivanja polno-specificnog odgovora tkiva na promenu hrane.

Klju¢ne reci: Hrana obogacena ribljim brasnom, hrana obogacena mlekom u prahu,

masne kiseline, pol, antioksidativni enzimi, lipidna peroksidacija, pacovi

Naucna oblast: Biologija

Uza naucna oblast: Animalna 1 humana fiziologija



Effects of different types of diets on the parameters of oxidative stress and the fatty

acid profile of rat liver phospholipids

Abstract

The composition of fatty acids especially phospholipids (PL) as the main constituents of
cell membranes depends on many factors. Recently, there has been an increased interest
in novel dietary antioxidants, including omega-3 fatty acids and bioactive proteins
present in milk. There is limited data regarding the effects of fatty acid composition of
different types of diets on tissue phospholipids fatty acid profile. The aim of this
doctoral dissertation was to examine the effects of different types of diets (standard diet,
fish based and milk based diets) on plasma biochemical parameters, FA profiles of liver
phospholipids, and parameters of oxidative stress in liver, of four months old Wistar
rats, during four-weeks. Within this study, fatty acid profile was compared in diets of
different composition, as well as in liver phospholipids of animals after treatment. The
aim was to detect individual fatty acids mostly contributed to the difference in
composition of liver phospholipids, and to explore the association of tissue response
with gender.

The results of this dissertation have shown that both, milk- and fish-based diet, changed
the composition and ratio of rat liver phospholipids FA, in gender-specific manner.
Although, applied diets changed the ratio of total saturated fatty acids (SFA),
monounsaturated fatty acids (MUFA) and polyunsaturated fatty acids (PUFA), but the
effects were sex specific. Milk-based diet lowered the amount of SFA and elevated the
ratio of MUFA in males, and PUFA, in females comparing to standard diet. The same
diet decreased n-3, increased n-6 and n-6/n-3 ratio in males comparing to the other type
of diets. On the other hand, in females, fish-based diet increased n-3, decreased n-6 and
n-6/n-3 ratio comparing to standard and milk-based diet. However, the ratio of
individual FA in liver PL was also dietary-influenced, but with gender specific manner.
While in females fish-based diet decreased AA (arachidonic acid) increased level of
EPA (eicosapentaenoic acid), DPA

(docosapentaenoic acid) and DHA (docosahexaenoic acid), the same diet elevated only

DHA levels in males. Statistically significant higher activities of GPx and CAT were



detected in rats fed with fish-based meal, in comparison to both the control and the
group fed with milk-based diet. Despite somewhat lower values of lipid peroxidation in
the milk-treated group, no significant differences were detected in comparison to the
other groups. Initially present sex differences in FA composition of rat liver PL appear
to be dietary modulated. Furthermore, the modulatory effects of milk- and fish-based
diets on liver phospholipids FA profiles appeared to be sex-specific. Diet enriched with
fish could improve one’s oxidative status by enhancing the activities of antioxidant
enzymes in liver tissue.

This has opened an important field of research of the potentially functional foods
influence, in experimental conditions, on the profile of lipids in various tissues. The
research related to sex-specific differences in response of tissues to different types of

diets would also be of great importance.

Keywords: Fish based diet, milk based diet, fatty acids, gender, antioxidant enzymes,

lipid peroxidation, Wistar rats

Research area: Biology

Area of special interest: Animal and human physiology



LISTA SKRACENICA
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ACP-protein nosac acil lanca (eng. acil-carrier-protein)
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ALA-a linoleinska kiselina

ALT-alanin transaminaza

ANOVA-analiza varijanse

AOS-antioksidativni zaStitni sistem (eng. antioxidative defence system)
AST-aspartat transaminaza
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Ch-holesterol
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DGLA-dihomo gama linolenska kiselina
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DTA-dokosatetraenska kiselina

EDTA-etilen diamin tetra siréetna kiselina
EPA-eikosapentaenska kiselina

FAD- flavin-adenin dinukleotid

FAS-sintaza masnih kiselina (eng. fatty acid synthase)

GC-gasna hromatografija (eng. gas chromatography)



GLA-gama linolenska kiselina

GLC-gasno-te¢na hromatografija (eng. gas liquid chromatography)
GR-glutation reduktaza

GSH-Px-glutation peroksidaza

GSSG-glutation disulfid

HDL- lipoproteini velike gustine (eng. high density lipoprotein)
HPLC-hromatografija pod visokim pritiskom

HUFA-visoko nezasi¢ene masne kiseline (eng. highly unsaturated fatty acids)
IL-interleukini
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MS-muZjaci na standardnoj hrani

MUFA-mononezasi¢ene masne kiseline (eng. monounsaturated fatty acids)
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PG-prostaglandini

PL-fosfolipidi (eng. phospholipids)

PUFA-polinezasi¢ene masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acid)
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TBA-tiobarbiturna kiselina
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TG-trigliceridi

TLC-tankoslojna hromatografija (eng. thin liquid chromatography)
TNF-faktor nekroze tumora (eng. tumor necrosis factor)
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ZRB- Zenke na hrani obogaéenoj ribljim brasnom

7S-7enke na standardnoj hrani



SADRZAJ

| Y/ @ ] 5 LRSS 1
1.1. Lipidi dostupni u hrani 1 njihov uticaj na zdravlje ljudi..........cccceveeeriiniinennnnnn. 1
1.2. Fosfolipidi i ¢elijske membrane: struktura i uloga..........cccccvvvvviiieeeenniiiiiieeeenn. 2
1.3. MaSne KISEIINE.....cceiiiiiiiiiiiiiiie e e e 5

1.3.1. Biosinteza 1 biorazgradnja masnih kiselina............ccccccceeeeeeiiiiiiiiiiiineeeeen, 7
1.3.2. Zasi¢ene masne kiseline 1 njihov bioloski znacaj .............cceoeevvviieiieeennnnnn. 10
1.3.2.1. Izvori zasi¢enih masnih kiselina-mleko 1 mle¢ni proizvodi................... 12
1.3.3. Mononezasi¢ene masne kiseline 1 njihov bioloski znacaj............ccceeeeeennnes 13
1.3.4. Polinezasi¢ene masne kiseline 1 njithov bioloski znacaj............ccccceeveeeennnns 14
1.4. Razlike izmedu polova u sastavu fosfolipida ¢elijskih membrana i tkiva........... 18
1.5. Desaturaze 1 €lONZAZE .........uvvviieeeeiieiiiiiiieee e e et e e e e e e e e e e e e e e e nanaaeees 20
1.6, OKSIAAtIVIIL STIES ..eeeeiiiiiieeiiiiiee ettt e e et e e 21
1.7. Antioksidativni zastitni SiStem (AOS) ......coeveeieriiiiiiiiieeeeeeeee e 23
1.7.1. Superoksid-dismutaza (SOD) ........ccccecuiiiiiiiieieeiiieee e e 25
1.7.2. Katalaza (CAT).ueeeeeeeeeeeeiiiiieeee ettt e e e e ettt e e e e e e e e aaaaaeeeeeeeesnnnnes 25
1.7.3. Glutation-peroksidaza (GSH-PX).......ccccuvviiiiiiiiiiiiiieeee e 26
1.8. Lipidna peroKSIAACI]a .......uuviiiiieeeeieiiiiiiiieee e e e ettt e e e e e e e e e e e e eeeenaeeees 26

2. CILTISTRAZIVANIA ..ottt 29

3. MATERIJAL I METODE.......cooiiiiiiieiite et 30
3.1. LaboratorijSKe ZIVOTINJE ....uveeeeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeeiiiieeeeeeeeeeeiirteeeeeeeeeenneenraneeeaeeens 30
3.2. Tretman pacova razli¢itim vrstama hrane.............cccccceeevviiiiiiiieeeeeeniiieeeeeee. 30
3.3. Zrtvovanje Zivotinja i izolovanje organa ................cocveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeneene. 31
3.4. Hemijski sastav hrane za eksperimentalne Zivotinje..........ccccccveeeeeeenicvnneeeeennnn. 31
3.5. Metoda za odredivanje sadrzaja vitamina (A i E) u hrani za pacove.................. 32
3.6. Metode za odredivanje koli¢ine makro- 1 mikro-elementa u hrani za pacove..... 32

3.6.1. Gravimetrijska analiza...........ccccceeeviiiiiiiiiiiei e 32
3.6.2. Metoda atomske apsorpcione spektrofotometrije.......ccceeeeeeeviviiieeeeeeeennnnnns 32
3.7. Odredivanje sastava masnih kiselina u hrani..........cccccoeeeeiiiiiiieeeeeeniiiiiieeeee, 33
3.7.1. Priprema UZOTaKa ........cooouiiiiiiieeee e et e e ettt e e e e e e e e e e e e e enees 33
3.7.2. Pripremanje estara masnih kiselina za analizu gasnim hromatografom ....... 33
3.7.3. Odredivanje uzoraka gasnom hromatografijom ............c.cccoeeeuvviieieeeeeennnns 33

3.8. Odredivanje koncentracije biohemijskih parametara u plazmi............cccccee....... 35



3.9. Odredivanje profila masnih kiselina u fosfolipidima jetre ..........ccceeeeevvvvveeeennnn. 35

3.9.1. Izolacija ukupnih lipida jetre modifikovanom metodom po Folch-u............ 35
3.9.2. Razdvajanje lipidnih klasa tankoslojnom hromatografijom......................... 36
3.9.3. Metilovanje masnih KiSelina..........ccccouviiiiiiieeeiniiiiiiieee e 36
3.9.4. Analiza masnih kiselina jetre gasno-te¢cnom hromatografijom.................... 36
3.10. Odredivanje parametara oksidativnog stresa U Jetri .......ccccvvvvreeeeeeenscnneeeeeeennn. 37
3.10.1. Priprema homogenata Jetre........coevveivriiiiieeeeeeeiiiiieeee e e e e e e e e 37
3.10.2. Odredivanje sadrZaja proteina u homogenatima jetre............cccceeeeeeeeennnns 38
3.10.3. Odredivanje koncentracije tiobarbiturna kiselina reagujucih supstanci
(TBARS) ettt ettt e et e e e e et e e e nneee e 38
3.10.4. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD).........ccccvvvveeeeeeenennns 39
3.10.5. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze (GPX).........cccccvvvvieeeeennnnnns 40
3.10.6. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT).......coovveviiiiiieieieieiiiiieeee e 40
3.11. StatistiCka analiZa .........ooouuiiiiiiiiiiii e 41
A REZULTAT .ottt et e et e et e et e e snbeeeenaeeeens 42
4.1. Efekat unosa hrane razli¢itog hemijskog sastava na telesnu masu ..................... 42
4.2. Analiza hemijskog sastava hrane ............ccccceeeeeeiiiiiiiiiieeeeeeceeee e, 43
4.3. Biohemijski parametri u plazmi pacova tretiranih razli¢itim vrstama hrane....... 45

4.4. Masnokiselinski profil fosfolipida u jetri pacova tretiranih razliitim vrstama

RITAIIE et e e 47
4.4.1. Procenat ukupnih SFA, MUFA 1 PUFA........cccciiiiiiee e, 48
4.4.2. Procenat pojedinacnih masnih kiselina...........cccccoevviiiiiiiiieeeeinniiiiieeeeen, 49
4.4.3. Procentualna zastupljenost ukupnih n-3 i n-6 1 odnos n-6/n-3 u jetri........... 51
4.4.4. Procenjene aktivnosti desaturaza 5, 619 1 elongaze 6...........ccoeeeevvvvvveeennnnn. 52

4.5. Kanonijska diskriminaciona analiza sastava masnih kiselina............................. 54

4.6. Koncentracija tiobarbiturna kiselina reagujucih supstanci (TBARS) u

hOMOZENAtIMA JEIIEC ....eeiiieieeiiiiiiiieeee e e ettt e e e e et e e e e e e e s nebaaeeeeeeeeeeensessaees 56
4.7. Aktivnosti antioksidativnih enzima u homogenatima jetre ...........ccceeeeeeeuvnnnnen. 56
4.8. Korelacije medu merenim parametrima oksidativnog stresa..........ccceeeeeeuvvnneeen. 58
S.DISKUSITA ..ottt et e et e et e e st e e snbeeesnaeeeenneeeeaeee 60
6. ZAKLIUCCT ..o 74

T.LITERATURA ... e 78



Uvod

1. UVOD

Lipidi, proteini, nukleinske kiseline 1 ugjeni hidrati su makromolekuli zastupljeni u
sastavu zivih organizmima. Obuhvataju heterogenu grupu organskih jedinjenja
rastvorljivih u organskim rastvaracima, a slabo ili totalno nerastvorljivi u vodi. Lipidi se
dele na proste 1 sloZene, a po strukturi ¢ine estre masnih kiselina 1 nelipidne komponente
(glicerol, glicerol-3-fosfat, sfingozin, 1 drugi). Prema bioloSkoj ulozi dele se na rezervne
(trigliceridi), strukturne (holesterol, fosfolipidi 1 glikolipidi), lipide kao signalne
molekule, zastitne forme na povrSini mnogih zivih sistema, hormone i1 neke vitamine.
Lipidi imaju brojne funkcije u organizmu. Oni predstavljaju barijere, receptore,
antigene, elektricne izolatore, bioloske deterdzenate, membranske drzace za proteine, a

takode su 1 jedan od izvora energije (1).

1.1. Lipidi dostupni u hrani i njihov uticaj na zdravlje ljudi

Lipidi iz hrane su opisani kao njen deo koji moze da se ekstrahuje organskim
rastvara¢ima (2). Prema ovoj definiciji ukljuceni su kako nepolarni lipidi kao §to su
trigliceridi (TG), holesterol 1 estri holesterola, tako 1 polarni lipidi kao §to su fosfolipidi
(PL) 1 glikolipidi. Iako se razli€iti tipovi lipida konzumiraju hranom, najveca koli¢ina
lipida iz hrane je u formi triacilglicerola od kojih vecéina sadrzi pretezno masne kiseline
(MK) dugog lanca (duzina lanca od 14 do 20 ugljenika). Triacilgliceroli iz hrane su
glavni izvor energije u odnosu na druge makronutrijente (ugljene hidrate, proteine), a
takode su izvor esencijalnih masnih kiselina iz @-6 1 -3 klasa, linolne (LA, 18:2 n-6) i
alfa linoleinske kiseline (ALA, 18:3 n-3) (1). Ugradnja MK u fosfolipide je tkivno
specifi¢na. Zastupljenost MK u fosfolipidima tkiva rezultat je unosa masti hranom, i
takode utiCe na efikasnost njihovog metabolizma u organizmu (3). Lipidi iz hrane su
vazni za zdravlje ljudi, obezbeduju ne samo kalorijsku energiju, ve¢ ucestvuju i u
vitalnim celijskim funkcijama. Visoka stopa potrosnje masti i visok odnos n-6/n-3
polinezasi¢enih masnih kiselina (eng. polyunsaturated fatty acid, PUFA) u ishrani ljudi
zapadnoevropskih zemalja su povezani sa povefanom ucestaloS¢u gojaznosti,

dijabetesa, kardiovaskularnih bolesti i razvica razli¢itih malignih bolesti (4).



Uvod

Za normalno funkcionisanje organizma vazan je pravilan odnos n-6 1 n-3 PUFA u
membranama celija. Poremecaj ravnoteZe izmedu n-6 1 n-3 masnih kiselina uzrokuje
pojavu razlicitih patoloskih procesa, $to je uzrokovano savremenim nac¢inom ishrane, u
kojoj je povecan udeo n-6 PUFA (5). Nizak odnos n-6/n-3 PUFA moze biti vazniji od
ukupne koli¢ine n-3 PUFA za odrzavanje fizioloSki optimalnog metabolizma 1

sveukupnog zdravstvenog stanja organizma (6).

1.2. Fosfolipidi i ¢elijske membrane: struktura i uloga

Glicerofosfolipidi predstavljaju strukturnu komponentu bioloskih membrana i povrSine
lipoproteinskih cestica, a ujedno su i najzastupljenija klasa membranskih lipida (7).
Sastavljeni su od molekula glicerola za koji su estarski vezana dva molekula masnih
kiselina (Ci 1 C, pozicija) 1 fosforna kiselina (Cs pozicija). Fosfatna grupa sa
supstituentima (polarni alkoholi ili drugi polarni molekuli) ¢ini polarni deo molekula,
hidrofilna glava, dok acil lanci masnih kiselina ¢ine nepolarni deo, hidrofobni rep (8)
(slika 1). U plazma membranama sisarskih éelija prisutni su razli¢iti fosfolipidi. Cetiri
najvaznija fosfolipida su fosfatidilholin, fosfatidilserin, fosfatidiletanolamin 1
sfingomijelin (9). Glicerofosfolipidi su amfipatiéni molekuli te poseduju specificnu
rastvorljivost u vodi. Amfipati¢na priroda fosfolipidnih molekula omogucava stvaranje
lipidnog dvosloja u celijskoj membrani 1 fosfolipidnom omotac¢u na povrSini

lipoproteinskih cestica (10).
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Polarna grupa Fosfat
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Masne kiseline

Lipidni dvoslo

—

3o 1UGOOIPIH

Slika 1. Struktura lipidnog dvosloja (https://www.ck12.org/biology/phospholipid-
bilayer/lesson/Phospholipid-Bilayers-BIO/)

Kao esencijalni konstituenti svih membrana, fosfolipidi utiCu na niz vitalnih funkcija,
tako $to:

-odreduju fluidnost 1 propustljivost membrane (11);

-masne kiseline fosfolipida membrane prekursori su za sintezu eikozanoida (12);
-proizvodi degradacije fosfolipida (ceramid, sfingozin, inozitol-3-fosfat, diacilglicerol)
su sekundarni glasnici u unutarcelijskoj signalizaciji (13).

Smanjen sadrzaj fosfolipida vazan je pokazatelj poremecene strukture lipoproteina i
manifestuje se aterosklerotskim promenama (14). Masnokiselinski profil fosfolipida
odrazava tip masti unetih ishranom (15), pa se koristi kao biohemijski parametar za
pracenje unosa masnih kiselina. Promene u metabolizmu lipida, kod razli¢itih
patoloSkih 1 fizioloskih stanja, takode utiCu na =zastupljenost, tj. kvantitativni i

kvalitativni odnos masnih kiselina fosfolipida (16).
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Bioloske membrane su dvoslojne lipidne strukture u koju su uronjeni razliCiti
membranski proteini od kojih su izgradene. Lipidni dvosloj mnogih ¢elijskih membrana
sadrzi holesterol 1 glikolipide, pored fosfolipida. Pokazano je da u dvosloju postoji
kretanje molekula fosfolipida, transferzna difuzija kada se fosfolipidi prebacuju iz
jednog u drugi sloj lipida (8). Proces koji se joS naziva lateralna difuzija, kada molekuli
lipida medusobno menjaju mesta u okviru istog sloja. Precizna fluidnost celijskih
membrana je od izuzetne bioloSke vaznosti. Pokazano je da enzimska aktivnost 1 neki
transportni procesi kroz membranu znacajno opadaju kada se smanji njen viskozitet do
odredene granice. MK kao komponente bioloskih membrana snazno uti¢u na njihovu
fluidnost (17). DuZina ugljovodoni¢nog lanca masnih kiselina koje ulaze u sastav
fosfolipida 1 broj dvogubih veza su faktori koji znacajno utiCu na fluidnost i
funkcionalnost membrana. Sa porastom nezasiCenth MK fluidnost membrana se
povecava. Razlog za to je S§to su acil lanci polinezasi¢enih masnih kiselina izuzetno
fleksibilni 1 mogu brzo promeniti konformaciona stanja (18). Fleksibilnost acil lanca se
bitno razlikuje izmedu n-3 1 n-6 masnih kiselina i1 broj dvostrukih veza zna¢ajno menja
membransku fluidnost (19). Tako n-3 1 n-6 masnokiselinski sastav bioloskih membrana
znacajno uti¢e na fizicke osobine bioloSkih membrana, ¢ime menja funkcije proteina,
stvaranje 1 fuziju vezikula. PUFA su direktno odgovorne za stvaranje lateralnih
membranskih mikrodomena (eng. lipid rafts). Mikrodomeni lipidnith membrana su
deterdzent-nerastvorljivi lipidni sklopovi koji slobodno plutaju u tecnom neuredenom
dvosloju u c¢elijskim membranama 1 mogu da srastu nakon grupisanja njihovih
komponenti. Lipidi membranskih mikrodomena uglavnom se sastoje od sfingolipida 1
holesterola (20). Lipidni raftovi-splavovi omogucavaju ili inhibiraju interakciju sa
signalnim proteinima 1 reguliSu nizvodne puteve (21). Tako, n-3 PUFA uti¢u na
fluidnost memebrana 1 takode moduliSu ekspresiju gena putem regulacije

transkripcionih faktora, regulaciju ¢elijskog ciklusa i diferencijaciju ¢elija (22).
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1.3. Masne Kiseline

Masne kiseline su monokarboksilne kiseline sastavljene od pravog ugljovodoni¢nog
lanca, sa metil grupom (CH3) na jednom kraju molekula i karboksilnom grupom
(COOH) na drugom kraju. Masnokiselinski lanci sadrZze najceS¢e paran broj
ugljenikovih atoma.

Nomenklatura masnih kiselina se oslanja na tri glavne karakteristike: MK se medusobno
razlikuju po broju C-atoma od kojih je lanac izgraden (duzini lanca), po odsustvu ili
prisustvu dvogubih veza u lancu (stepen nezasiCenosti) i polozaju dvostrukih veza u
lancu. MK se razlikuju po duzini svojih lanaca, po pravilu imaju izmedu 12 1 24
ugljenikovih atoma.

Na osnovu broja atoma ugljenika dele se na masne kiseline kratkog (< 8 ugljenikovih
atoma); srednjeg (8-14 ugljenikovih atoma), dugog (> 16 ugljenikovih atoma); i veoma
dugog lanca (> 22 ugljenikovih atoma).

MK se prema vrsti veze dele na zasi¢ene 1 nezasi¢ene (slika 2). U zavisnosti da li
molekul sadrzi dvostruke veze: zasi¢ene masne kiseline (eng. saturated fatty acids,
SFA) nemaju dvostrukih veza (dakle atomi ugljenika su ,,zasi¢eni* sa vodonikom).
Nezasi¢ene MK mogu biti: mononezasi¢ene masne kiseline (eng. monounsaturated fatty

acids, MUFA) imaju samo jednu i (PUFA) imaju vise dvostrukih veza.

Masne kiseline

\/ M

Zasicene Nezasicene
Mononezasi¢ene Polinezasi¢ene
Omega-6 Omega-3
A4
Laurinska kiselina Oleinska kiselina Linolna kiselina Linolenska kiselina
Miristinska kiselina (Omega-9) GLA EPA
Palmitinska kiselina Arahidonska kiselina DHA

Stearinska kiselina

Slika 2. Podela masnih kiselina (http://justnaturalplease.weebly.com/last-more-info-

mondays/nutrients-to-consider-on-a-vegan-diet-essential-fatty-acids)
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Nezasicene MK mogu se javiti u cis 1 trans konformacionom obliku (slika 3).

Najzastupljenije prirodne MK su pravog niza 1 imaju cis konformaciju (1).

Y

A

cis konfiguracija trans konfiguracija

Slika 3. Konformacija izomera masnih kiselina

(https://www.tehnologijahrane.com/enciklopedija/masne-kiseline)

Pun naziv MK pocinje brojem atoma ugljenika, pracenim brojem dvostrukih veza. Za
one sa dvostrukim vezama, lokacija prve dvostruke veze (racunaju¢i od metil [CHz3]
kraja) je takode definisana u nomenklaturi i kao ,,n* ili ,,omega* (23, 24). U tkivima
zivotinja najzastupljenije su MK sa 16 1 18 C-atoma, kao §to su palmitinska (16:0),
stearinska (18:0), oleinska (18:1 n-9) 1 linolna kiselina (18:2 n-6).

Dug rep dvostrukih veza daje polinezasi¢cenim MK jedinstvene fizicke 1 hemijske
osobine. Dvoguba veza u MK je skoro uvek u cis-konfiguraciji, koja omogucava
savijanje ugljenikovog lanca masne kiseline na mestu dvogube veze. To su fleksibilni
molekuli sa brzim prelazima izmedu velikog broja konformacija (21). Pored toga,
njihove cis veze ograni¢avaju moguc¢nost MK da budu blizu upakovane kada su
inkorporirane u ¢elijskim membranama, ¢ime povecavaju fluidnost takvih lipida, $to je
znacajno za strukturu 1 funkciju bioloSkih membrana (21).

Osobine MK, a samim tim 1 lipida u ¢iju gradu ulaze, zavisi od duzine C-lanca 1 stepena
njihove nezasi¢enosti. MK imaju ulogu u modulaciji fluidnosti membrane (25),
interakciji sa intracelularnim signalinim putevima i faktorima transkripcije (26) i deluju
kao supstrati za proizvodnju signalnih molekula (27, 28). Nezasi¢ene MK su podloznije

procesu lipidne peroksidacije, sa povecanjem stepena nezasi¢enosti (29).
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MK su u organizmu organizovane u dva oblika: slobodne (eng. free fatty acids, FFA) ili
neesterifikovane (eng. non-esterified fatty acids, NEFA) 1 esterifikovane. U plazmi
slobodne MK (5% od ukupnih MK) su vezane za albumin 1 u manjoj meri za globuline i
lipoproteine. Ve¢ina MK u cirkulaciji (95% od ukupnih MK) je u obliku triglicerida,
holesterol estara i fosfolipida (30).

1.3.1. Biosinteza i biorazgradnja masnih Kkiselina

De novo lipogeneza (tj. de novo sinteza MK) je kljucni metaboli¢ki put za odrzavanje
energetske homeostaze kod visih Zivotinja (31). Lipogenski fluks je strogo kontrolisan
endokrinim 1 nutritivnim signalima. Ukratko, visok unos ugljenih hidrata stimuliSe, a
gladovanje ili ishrana bogata mastima inhibira, de novo lipogenezu. Ovo posebno zavisi
od koncentracije insulina u krvi 1 osetljivosti tkiva na insulin (31). Kod visih
organizama, najintenzivnija sinteza MK se odigrava u jetri, adipoznom tkivu 1 mle¢nim
zlezdama. MK sintetisane u jetri se eksportuju kroz proizvodnju lipoproteina i na taj
nacin obezbeduju energetski izvor 1 strukturne komponente za izgradnju membrana. U
masnom tkivu de novo sinteza MK direktno doprinosi in situ deponovanju masti i
dugoro¢nom skladiStenju energije. Biosinteza masnih kiselina se odigrava u citoplazmi.
Rastuca acil grupa je vezana za jedinicu ACP-nosefeg proteina (eng. Acyl-Carrier-
Protein). U procesu sinteze redukciono sredstvo za reakciju je (nikotinamid adenin
dinukleotid fosfat) NADPH, koji sluzi kao donor elektrona. Lipogeneza MK se odvija
uz delovanje multienzimskog kompleksa sintaze masnih kiselina (eng. fatty acid
synthase, FAS). Ovaj kompleks katalizuje sintezu zasi¢enih MK, palmitinske (16:0), ali
1 stearinske (18:0) masne kiseline. Acetil-CoA, malonil-CoA 1 NADPH su supstrati za
FAS. Prekursor za biosintezu MK je acetil-CoA u svim Zivim sistemima. Ponovljenim
kondenzacijama, pocetnog molekula acetil-CoA sa malonil-CoA, koji donira dva C
atoma u svakom ciklusu kondenzacije, masnokiselinski lanac se izduZuje. Malonil-CoA
se dobija karboksilacijom acetil-CoA. Sinteza MK zahteva ukupno sedam ciklusa do

krajnjeg proizvoda palmitata.
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Ovo se moze prikazati jedna¢inom:

Acetil-CoA + 7 Malonil-CoA + 14 NADPH + 14 H* — Palmitinska kiselina + 7CO» +
8CoA + 14 NADP" + 6H,0O

Dugolanane 1 nezasi¢ene masne kiseline sintetiSu se polaze¢i od palmitata (16:0).
Delovanjem enzimskog sistema-elongaza, vrsi se elongacija masnih kiselina. Elongacija
masnih kiselina podrazumeva produzavanje masnokiselinskog lanca uz dodavanje dva
ugljenikova atoma. Enzimi desaturaze masnih kiselina uvode dvostruku vezu, izmedu
tatno odredenih ugljenikovih atoma u masnokiselinskim lancima i1 odgovorni su za
sintezu nezasi¢enih MK.

Postoji bliska veza izmedu stepena sinteze MK 1 aktivnosti sintaze masnih kiselina
(FAS), glavnog multifunkcionalnog enzima koji katalizuje sveukupan put sinteze
palmitata (32). Sintaza masnih kiselina je prisutna u jetri i masnom tkivu (dva glavna
mesta proizvodnje MK u telu), ali relativni doprinos ovih lokacija u de novo lipogenezi
je visoko varijabilan medu Zivotinjskim vrstama. Kod ljudi (33), jetra predstavlja glavno
mesto de novo lipogeneze, dok su kod glodara vazni i jetra 1 masno tkivo (34). Mlecne
zlezde prezivara aktivno sintetiSu masne kiseline (35). Dostupnost insulina i supstrata
(citrata) aktivira FAS dok glukagon 1 kateholamini inhibiraju njegovu aktivnost [preko
3'-5'-ciklicne adenozin monofosfat (cAMP)-zavisne fosforilacije]. Povecana
koncentracija masnokiselinskog acil-CoA u citoplazmi takode inhibira acetil-CoA
karboksilaciju. Regulacija FAS je u velikoj meri odredena intracelularnom
koncentracijom masnih kiselina, ¢ije povecanje smanjuje aktivnost FAS (36). Povecana
ekspresija sterol regulatorni element vezujuceg ptoteina SREBP-1a zna¢ajno povecava
ekspresiju gena ukljuCenth u sintezu holesterola 1 FAS, 1 izaziva odgovarajucu
akumulaciju holesterola 1 triglicerida. Povecana ekspresija hepaticnog SREBP-1c
izaziva samo selektivnu indukciju lipogenskih gena, bez efekta na gene koji sintetiSu

holesterol (37). Insulin povecava ekspresiju SREBP-1, a glukagon ili cAMP smanjuju.
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Neesterifikovani acil-CoA mogu biti oksidovani u matriksu mitohondrija ili u
peroksizomima. Proces zapocCinje aktivacijom masnih kiselina u citosolu, nakon ¢ega se
prebacuju u mitohondriju. U degradaciju MK su ukljuceni (flavin-adenin dinukleotid)
FAD i (nikotinamid adenin dinukleotid) NAD", kao akceptori -elektrona.
Intramitohondrijalna B-oksidacija masnokiselinskih acil-CoA rezultira u formiranju
acetil-CoA. Tokom ovog procesa, elektroni se prenose na FAD 1 oksidovani oblik
NADY, formiraju¢i redukovane forme ovih koenzima. Oni zauzvrat doniraju elektrone
elektron transportnom lancu za sintezu ATP. Acetil-CoA moze biti potpuno oksidovan u
ugljen dioksid u ciklusu trikarbonskih kiselina (TCA). Mitohondrijalni matriks ne sadrzi
ACS enzim (acil CoA sintetaza) koji moze aktivirati masne kiseline sa 14 ili viSe
ugljenikovih atoma. Ulazak ovih dugolancanih masnih kiselina u mitohondrije je
regulisan aktivno$¢u enzima karnitin palmitoil-transferaze I (CPT-I) (38). CPT-I je
integralni protein spoljaSnje mitohondrijalne membrane 1 katalizuje formiranje acil
karnitin molekula. Acil karnitin molekuli se transportuju kroz membranu mitohondrije
specificnim proteinskim nosatem 1 rekonvertuju do acil-CoA u mitohondrijalnom
matriksu dejstvom karnitin palmitoil-transferaze 11 (CPT-II). CPT-II je periferni protein
unutrasnje mitohondrijalne membrane. KratkolanCane i1 srednjelancane masne kiseline
(12 ugljenikovih atoma ili manje) prolaze kroz membranu mitohondrije 1 aktivira ih
ACS enzim unutar mitohondrijalnog matriksa. Stoga, oksidaciju ovih MK ne kontroliSe
CPT-I1. Aktivnost CPT-I je inhibirana interakcijom sa malonil-CoA, proizvodom prvog
koraka de novo sinteze MK katalizovanog sa acetil-CoA karboksilazom (¢ija je
aktivnost stimulisana insulinom) (39). Negativni energetski balans dovodi do smanjenja
malonil-CoA 1 povecanja oksidacije masnih kiselina. Kontrola CPT-I sa malonil-CoA
bila bi naCin da se spreci istovremena (simultana) oksidacija i sinteza MK u okviru
¢elija jetre.

Osim mitohondrija, B-oksidacija MK kod eukariota se odigrava i u peroksizomima. U
peroksizomima sisara se odigrava B-oksidacija MK sa veoma dugackim C-lancima (>
22 C-atoma) 1 svrha te oksidacije je da se ove MK prevedu u masne kiseline sa
smanjenim brojem C-atoma (kratkolancane, srednjelancane 1 dugolancane), koje ce
kasnije biti oksidovane u mitohondrijama (31).

Jetra je slozen organ koji obavlja mnoStvo vaznih metabolickih funkcija, ukljucujuci

metabolizam ugljenih hidrata, proteina, masti 1 vitamina; sintezu proteina ukljucenih u
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koagulaciju; sintezu 1 luenje zuci; detoksikaciju i izbacivanje potencijalno Stetnih
supstanci 1 zaStitu od infekcije (40). U zavisnosti od vrste organizama jetra je, vise ili
manje srediSte sinteze masnih kiselina 1 eksporta lipida kroz sintezu lipoproteina.
Akumulacija lipidnih kapi u hepatocitama rezultuje hepaticnom steatozom, koja se
moze razviti kao posledica viSestrukih poremecaja poput promena u [-oksidaciji,
sekreciji lipoproteina vrlo niske gustine (VLDL), i procesa ukljucenih u sintezu MK.
Metabolizam lipida ukljucuje nekoliko puteva koji su barem delimi€no medusobno
zavisni 1 unakrsno-regulisani. Metabolizam lipida u jetri je visoko koordinisan proces u
kome su mnogi putevi regulisani jedarnim receptorima i transkripcionim faktorima. On
zavisi od unutarcelijske koli€ine 1 sastava NEFA, ali i1 drugih metabolickih faktora (npr.

ugljeni hidrati, alkohol, insulin) (31).

1.3.2. Zasi¢ene masne Kiseline i njihov bioloski znacaj

Zasi¢ene masne kiseline su fleksibilni molekuli, koji mogu zauzimati veliki broj
konformacija, zato $to postoji veliki stepen slobode rotacije oko bilo koje -C-C- veze u
lancu. Medutim, u bioloSkim sistemima je najceS¢a linearna, prava forma niza
ugljenikovih atoma. To je konformacija sa najnizom energijiom, posto su metilenske
grupe (-CH>) prostorno najudaljenije jedna od druge. Glavne zasi¢ene MK u ishrani su
miristinska (14:0), palmitinska (16:0) 1 stearinska (18:0), a poreklom su uglavnom iz
zivotinjskih masnoca (slika 4). Kada je preovladuju¢i izvor ukupnih masti iz hrane
mleko, opseg SFA se krece od 4-C do 18-C atoma. SFA sa kra¢im lancem kao $to su
buterna (4:0), kaprilna (8:0), kaprinska (10:0) 1 laurinska kiselina (12:0) imaju pozitivne
efekte na zdravlje Sto se ispoljava kroz prevenciju raka, virusnih i bakterijskih infekcija
(41, 42, 43).

S druge strane, laurinska, miristinska i1 palmitinska poznato je da imaju trombogeni i
aterogeni efekat (44). Dugolanane SFA obiluju u zivotinjskim mastima. Njihov
negativan uticaj se odnosi na povecanje ukupnog holesterola 1 lipoproteina male gustine
(eng. low density lipoprotein, LDL) koji dovodi do gojaznosti ili koronarnih bolesti.
Medutim, u sludaju stearinske kiseline nije pokazan nikakav aterogeni efekat. Stavise,
nedavni rezultati ukazuju na proapoptotski efekat stearinske kiseline kod nekih vrsta

raka (45).
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laurinska kiselina
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miristinska kiselina O 1411282
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palmitinska kiselina @)
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/\/\/\/\/\/\/\/\)J\OH 1811362

stearinska kiselina

Slika 4. Najzastupljenije zasi¢ene masne kiseline u ishrani

(http://www.plantagea.hr/aromaterapija/biljna-ulja-2/kemizam-biljnih-ulja-2/masne-

kiseline-2/)

Dugi niz godina je poznato da ishrana moze predstavljati faktor rizika u nastanku nekih
hroni¢nih bolesti. Posebno veliki znacaj ima efekat koli¢ine 1 vrste masti koje se unose
hranom na rizik od nastanka hroni¢nih bolesti. NajviSe paznje je usmereno na
kardiovaskularne bolesti iako je sada poznato da MK iz hrane mogu imati veliki uticaj,
na insulinsku osetljivost (46) i funkcije mozga (47). Postoji dokaz da ishrana bogata
SFA povecava koncentraciju LDL u serumu, Sto povecava rizik za kardiovaskularne i
koronarne bolesti srca (48), pa je do nedavno najveca paznja bila usmerena na LDL
holesterol. Medutim, metaanaliza 60 izabranih studija na ljudima ukazala je da je
zamena ugljenih hidrata u ishrani izoenergetskom kolicinom SFA od C12:0 (laurinska
kiselina) do C16:0 (palmitinska kiselina) uzrokovala povecanje koncentracije LDL u
krvi koje je bilo praceno porastom koncentracije 1 zasStitnog holesterola, odnosno
lipoproteina velike gustine (eng. high density lipoprotein, HDL) (49). Ovi istrazivaci
tvrde da odnos ukupnog holesterola prema HDL holesterolu predstavlja najbolji
pokazatelj efekta MK iz hrane na rizik od nastanka koronarne bolesti srca. Ovo
tumacenje ukazuje da efekti C12:0 1 C14:0 (miristinska kiselina) MK mogu biti korisni

jer obe smanjuju odnos ukupnog holesterola prema HDL holesterolu dok je suprotan
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slucaj za C16:0. Metaanalize Mensink 1 sar. su takode pokazale da ukupni rizik od
koronarne bolesti srca ¢e biti najefikasnije smanjen zamenom dijetarnih SFA sa ili cis-
MUFA ili PUFA. Zamena SFA sa ili cissMUFA ili PUFA mozZe imati 1 druge korisne
rezultate. Kao $to je prethodno navedeno visok unos SFA moze takode biti povezan sa
smanjenom insulinskom osetljivo$¢u, kljuénim faktorom u razvoju metabolickog
sindroma (50), dok epidemioloski dokazi podrzavaju povezanost izmedu visokog unosa

SFA i poremecene tolerancije na glukozu (51).

1.3.2.1. Izvori zasi¢enih masnih Kiselina-mleko i mle¢ni proizvodi

Mleko 1 mle¢ni proizvodi su najveci izvori SFA. Mle¢ne masti sadrze oko 41% ukupnih
SFA. Medutim, poznato je da su ove vrste hrane klju¢ni izvori 1 drugih hranljivih
materija kao $to su kalcijum 1 vitamin B12 (52). Razlic¢ite klase lipida ¢ine deo ukupnih
mle¢nih masti u kojima su trigliceridi najzastupljenija klasa 97-98% (53). Pokazano je
da ishrana mlekom pokazuje povoljne efekate na terapijske ishode kod razliitih
gastrointestinalnih bolesti (54). Postoje ubedljivi epidemioloski dokazi da visok unos
mleka moze da obezbedi dugorocno smanjenje rizika od kardiovaskularnih bolesti.
Metaanaliza 15 studija o relativnom riziku od moZdanog udara i bolesti srca koji je nizi
kod subjekata sa visokom potro$Snjom mleka 1 mle¢nih proizvoda u odnosu na rizik kod
onih sa niskom potroSnjom (55). Promena sastava masnih kiselina mle¢nih proizvoda,
zamenom nekih SFA cis-mononezasicenim masnim kiselinama moze da obezbedi
koristan nacin za smanjenje unosa SFA istovremeno zadrZavaju¢i kardioprotektivne
prednosti mleka (56). MK u mle¢noj masti poticu iz dva izvora, direktna ugradnja iz
sistemske cirkulacije ili de novo sinteza u mlecnoj zlezdi pomocu kratko-lan¢anih
prekursora (C2:0-siréetna kiselina 1 C4:0). Mleko 1 mle¢ni proizvodi, koji su najbolji
izvor kalcijuma, se preporucuju za zdravu ishranu kod dijabeti¢ara. Nedavne studije su
otkrile da konzumiranje mleka 1 mle¢nih proizvoda moZze da smanji rizik od dijabetesa
tipa 2 (55, 57). Tremblay i Gilbert (57) su 1 objavili da mle¢ni proizvodi kao 1 kalcijum 1
vitamin D, koji ulaze u njihov sastav, mogu odigrati znac¢ajnu ulogu u smanjenju rizika
od sindroma insulinske rezistencije 1 dijabetesa tipa 2 regulisanjem apetita, metabolizma
masti 1 gojenja (58). Vecina studija koje su ispitivale odnos izmedu unosa mleka ili
mle¢nih proizvoda i faktora rizika za kardiovaskularne bolesti ukljuc¢uju¢i metabolizam

lipida sprovedene su na zdravoj populaciji (59).
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1.3.3. Mononezasi¢ene masne kiseline i njihov bioloski znacaj

Najzastupljenije mononezasi¢ene masne kiseline (MUFA) u svakodnevnoj ishrani su
oleinska kiselina (OA, 18:1 n-9), zatim palmitoleinska (16:1 n-7) 1 vakcenska kiselina
(VA, 18:1 n-7) (60). Osim toga, OA predstavlja najces¢u MUFA koja se unosi putem
hrane (~90% od svih MUFA) (60). Oleinska kiselina (18:1 n-9) pokazuje veliki spektar
bioloskih aktivnosti 1 povezana je sa mnogim zdravstveno korisnim efektima. Na
¢elijskom nivou, kao jedinjenje membranskih fosfolipida, oleinska kiselina povecava
fluidnost 1 transport kroz membranu, podstice enzimsku aktivnost, reguliSe aktivnost
membranskih receptora, prenos signala 1 transkripciju nekih gena. Unos oleinske
kiseline je povezan sa smanjenjem koncentracije ukupnog holesterola, LDL holesterola
1 triglicerida (61) u plazmi, a ima 1 pozitivan efekat na koronarne arterijske bolesti (62).
Smanjen rizik od razvoja kardiovaskularnih 1 neurodegenerativnih bolesti, Sto je
pronadeno kod mediteranskog tipa ishrane, takode je povezan sa viSim sadrzajem
oleinske kiseline u ovoj vrsti ishrane. Palmitoleinska kiselina (16:1 n-7) je mnogo manje
prisutna u svakodnevnoj ishrani, interesantna je zbog prolipogenih aktivnosti u masnom
tkivu. Usled ove aktivnosti, palmitoleinska kiselina moze biti korisna u zaStiti drugih
tkiva 1 organa od akumulacije masti 1 posledi¢ne lipotoksi¢nosti. S druge strane, njena
anti-apoptoti¢na aktivnost je nepozeljna kod nekontrolisane proliferacije celija raka
(44).

MUFA su generalno korisne za zdravlje, pogotovu kada zamene ugljene hidrate i1
zasi¢ene masti u ishrani (63). Dok se vec¢ina proucavanih efekata odnose na MUFA iz
hrane, endogeno sintetisane MUFA su ukljuene u razvoj gojaznosti i insulinske
rezistencije (64).

De novo sintetisane MUFA su pozeljan supstrat za sintezu triacilglicerola u
hepatocitama (65). Osim sinteze triacilglicerola, poremecaji biosinteze MUFA menjaju
PL jetre, sintezu holesterol estara i sadrzaj MK (66). Ove smetnje imaju potencijal da
uti¢u na metabolizam lipoproteina 1 strukturu ¢elijske membrane. Polno-zavisne razlike
u koncentraciji MUFA su primecene kod ljudi (67) 1 glodara (68, 69), sa viSom
koncentracijom 18:1 n-9 u punoj krvi muskaraca (67) 1 PL jetre pacova (68, 69). MUFA
su obi¢no ugradene u PL i neutralne lipide (70). MUFA se mogu sintetisati iz zasi¢enih
masnih kiselina delovanjem stearoil-CoA desaturaze (SCD), enzima koji ograni¢ava

brzinu sinteze MUFA (71). U eksperimentalnim 1 klini¢kim ispitivanjima pokazano je
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da je ekspresija 1 aktivnost SCD povezana sa gojazno$¢u i1 razvojem metabolickog

sindroma (72, 73).

1.3.4. Polinezasi¢ene masne Kkiseline i njihov bioloski znacaj

Polinezasi¢ene masne kiseline (PUFA) sadrZe dve ili viSe dvostrukih veza. PUFA se
klasifikuju kao n-3 i1 n-6 na osnovu pozicije poslednje dvostruke veze u odnosu na
terminalnu metil grupu u molekulu. Obe vrste masnih kiselina se ishranom unose u
organizam. lako sisari mogu da sintetiSu zasi¢ene MK 1z nemasnih prekursora i
nezasi¢ene masne kiseline n-9 1 n-7 serije, oni nemaju enzime Al2 i Al5 desaturazu
(koji se nalaze u vecini biljaka) za umetanje dvostruke veze na n-6 ili n-3 poziciji.
Stoga, sisari ne mogu sintetisati linolnu (LA, 18:2 n-6) 1 alfa linoleinsku kiselinu (ALA,
18:3 n-3), zbog Cega su one definisane kao esencijalne masne kiseline. Glavni izvori n-6
masnih kiselina su biljna ulja: kukuruza, Safranike i1 soje, dok su izvori n-3 masnih
kiselina ribe kao Sto su: losos, pastrmka i tuna (74). Ove masne kiseline unete putem

hrane se dalje metaboliSu u ¢elijama sisara (slika 5).
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¢ Iz hrane 1
n-6 familija l Enzimi | n-3 familija
18:3n-3
18:2n-6 Alfa linolenska kiselina (ALA)

Linolna kiselina (LA)

18:4n-3
18:3n-6 Delta 6 desaturaza Stearidinska kiselina

Gama linolenska kiselina (GLA)

Elongaza .
9 Eikosatetraenska kiselina
20:3n-6
Dihomo gama linolenska kiselina 20:5n-3
(DGLA) Delta 5 desaturaza ) P
Eikosapentaenska kiselina
20:4n-6 22:5n-3
Arahidonska kiselina (AA) Elongaza Dokosapentaenska kiselina
22:4n-6 Elongaza
Dokosatetraenska kiselina 2 24:5n-3
Delta 6 desaturaza
24:4n-6 Beta oksidacija - peroksizomi 24:6n-3
24:5n-6 22:6n-3
Dokosaheksaenska kiselina (DHA)
22:5n-6

Dokosapentaenska kiselina

Slika 5. Sinteza n-6 1 n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina (preuzeto 1 prilagodeno iz

Plourde i sar., 2007, (75)).

Najzastupljenije PUFA u ishrani su LA, ALA i dugolan¢ane PUFA poput AA, EPA,
DPA 1 DHA (slika 6). LA se obi¢no nalazi u ulju suncokreta i soje 1 znacajna je kao
prekursor n-6 familije PUFA, a laneno ulje obiluje sa ALA koja je prekursor n-3 PUFA.
Glavne vrste namirnica koje sadrze n-6 PUFA, kao §to je AA su meso i jaja, dok su
masne ribe 1 riblja ulja glavni izvori n-3 PUFA, EPA 1 DHA. N-6 i n-3 PUFA su
ukljucene u razliite fizioloSke procese. AA je ukljuCena u biosintezu proinflamatornih
eikozanoida, a ispoljava i proinflamatornu aktivnost u stanju stresa kao 1 kod povreda.
Suprotno, eikozanoidi izvedeni iz n-3 PUFA EPA deluju antiinflamatorno na bolesti
kao Sto su (lupus, artritis, astma), a takode 1 Stite organizam od sranog i mozdanog
udara (76). Pored toga, EPA deluje kao inhibitor sinteze proinflamatornih citokina. EPA

redukuje proizvodnju proinflamatornog (interleukin, IL) IL-1 1 IL-6, kao 1 faktora
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nekroze tumora-a 1 —f (eng. tumor necrosis factor, TNF) TNF-a 1 —f kao odgovor na
inflamatorni stimulus (77). DHA je neophodna za razvoj 1 funkciju centralnog nervnog
sistema, ukljucujuéi retinu 1 mozak (78). Ishrana Zivotinja koja je deficitarna sa n-3
PUFA rezultuje u vizuelnim 1 kognitivhim abnormalnostima, Sto ukazuje da je
adekvatno snabdevanje n-3 PUFA neophodno, posebno predhodno pomenutom DHA
(78). Stavise, n-3 PUFA smanjenjem koncentracije lipida u krvi i krvnog pritiska,
poboljSavaju sr€anu 1 endotelnu funkciju, manifestuju antitrombocitna i
antiinflamatorna dejstva, imaju klju¢nu ulogu u kontroli kardiovaskularnih faktora
rizika. Uopsteno, efekti PUFA zavise od odnosa n-3 i n-6 PUFA, S§to je oko 1:10 u
savremenim prehrambenim navikama, u poredenju sa preporucenih 1:4 u pogledu

zdravstvene koristi (44).

n-3 i n-6 masne kiseline
HO . . — Metil
3 kraj
(0]
Alfa-linolenska kiselina (ALA, 18:3 n-3)
HO - - . . .
3
(o]
Eikosapentaenska kiselina (EPA, 20:5 n-3)
HO —_ — — — — _3
(o]
Dokosaheksaenska kiselina (DHA, 22:6 n-3)
HO . .
6
(o]
Linolna kiselina (LA, 18:2 n-6)
HO . _ e _
6
(o)
Arahidonska kiselina (AA, 20:4 n-6)

Slika 6. Najzastupljenije PUFA u hrani
(https://www.nsca.com/uploadedFiles/NSCA/Inactive_Content/Program_Books/Saturda
v%201%20Hertzler.pdf)

Dugolan¢ane PUFA n-6 serije, posebno AA, koje su ¢eS¢e u naSoj svakodnevnoj ishrani
dovode se u vezu sa mnogim Stetnim efektima po zdravlje ljudi ukljucujuéi 1 razvoj

kancera (79). Brojni dokazi ukazuju da se negativne posledice n-6 mogu pripisati AA
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(nizvodnim n-6) 1 metabolitu prostaglandinu E2 (PGE2) koji potice od ciklooksigenaze
(COX)-koja je katalisana lipidnom peroksidacijom (79). Kancerogeni efekat pripisuje se
uglavnom AA 1 nizvodnim n-6 (80, 81, 82, 83). Imaju¢i u vidu ove razlike,
bioaktivnosti n-3 su intenzivno proucavane za potrebe unapredenje zdravlja, dok su
potencijalni korisni efekti n-6 dobili mnogo manje paZnje istrazivaca. Sa druge strane
dve uzvodne n-6 gama linolenska (18:3 n-6) i DGLA (20:3 n-6) ili eikosatrienoinska
(ETA), ispoljavaju anti-kancersko delovanje, ukljuc¢uju¢i indukciju celijske apoptoze 1
inhibiciju proliferacije ¢elija (79). Povecan broj dokaza ukazuje na to da za razliku od
nizvodnih n-6 AA, koje su povezane sa razvojem kancera, uzvodne n-6 kao §to su
linolna kiselina (LA), gama linolenska (GLA) 1 dihomo gama linolenska (DGLA) mogu
da poseduju anti-kancerske efekte 1 mogu se svrstati u obecavajuce dijetetske izvore za
prevenciju raka 1 terapiju (84, 85, 86, 87).

Celijske membrane imaju veéu procentualnu zastupljenost AA u odnosu na EPA. AA je
dominantni prekursor za sintezu eikozanoida, koji se sintetiSu iz PUFA sa 20-
ugljenikovih atoma, kao §to su AA 1 EPA. Eikozanoidi su medijatori upalnih procesa,
imunoloSkog odgovora, vazokonstrikcije (regulacije krvnog pritiska), hormonalne
regulacije, senzibilizacije neurona na bol, kontrakcije misica, rasta Celija (88, 89, 90).
Prostaglandini 1 drugi eikozanoidi (leukotrieni i tromboksani) su lokalni medijatori, zato
Sto su to kratkozive¢i molekuli (neki se razlazu za minut ili manje u in vitro uslovima).
Oni menjaju aktivnosti ¢elija koje ih sintetiSu kao i u bliskim, okolnim ¢elijama. Efekat
ovih jedinjenja na aktivnost ¢elija razlikuje se od vrste do vrste Celija.

Enzimi ciklooksigenaze (COX) 1 lipooksigenaze (LOX) (katalizuju oksidaciju MK i
time se formiraju eikozanoidi) konvertuju ove MK u prostaglandine, prostacikline,
tromboksane 1 leukotriene razliCitih serija (slika 6). Razlika izmedu eikozanoida
izvedenih iz n-3 1 n-6 masnih kiselina je da vecina medijatora formiranih od EPA i
DHA su anti-inflamatorni, dok su oni formirani od AA pro-inflamatorni ili na drugi
nacin podsticu nastanak i1 razvoj bolesti (92, 93). EPA, DHA 1 AA su konkurentni
supstrati za enzime koji u€estvuju u biosintezi autakoida. Povecan unos MK kao §to su
EPA 1 DHA rezultira ve¢im koncentracijama ovih MK u poredenju sa AA u ¢elijskim
PL 1 trigliceridima (94, 95). Tako odnos n-6/n-3 u ishrani snazno utice na proizvodnju

autakoida, povecana potrosnja n-3 MK dovodi do smanjene sinteze inflamatornih
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eikozanoida iz AA (n-6 MK) ali poviSene proizvodnje anti-inflamatornih autakoida iz n-

3 masnih kiselina (17).

Arahidonska kiselina e EPA DHA
___________ \
cox | - 4 LOX |- 4
COoX LOX COXi LOX COXi LOX
PG serije 2 LT serije 4 PG serije 3 LT serije 5 S Resolvini serije D

Resolvini serije E A e

i Protektini

Visok proinflamatorni potencijal Nizak proinflamatorni potencijal Antiinflamatorno delovanje

Slika 6. Sinteza i1 delovanje lipidnih medijatora nastalih od AA, EPA 1 DHA (preuzeto i
prilagodeno 1z Calder 1 sar., 2010, (91)). AA-arahidonska kiselina; EPA-
eikosapentaenska kiselina; DHA-dosaheksaenska kiselina; COX-ciklooksigenaze;

LOX-lipooksigenaze; PG-prostaglandini; LT-leukotrieni.

1.4. Razlike izmedu polova u sastavu fosfolipida Celijskih membrana i tkiva

Sastav masnih kiselina u membranama je vaZna determinanta Celijske funkcije. Odnos
zastupljenosti zasi¢enih, mononezasi¢enih 1 dugolancanih polinezasi¢enth masnih
kiselina, uklju¢uju¢i AA 1 DHA (96, 97) utie na biofizicka svojstva membrana 1 tako
menja aktivnost integrisanih proteina. Pored toga, varijacije u masnokiselinskom
sastavu fosfolipida mogu da izmene funkciju ¢elija promenom sastava sekundarnih
glasnika izvedenih iz fosfolipida. Iako je vecina eksperimenata o uticaju hrane do sada
sprovedena na animalnom modelu (miSevi 1 pacovi), moguce je poredenje sa covekom,
budu¢i da 1 miSevi i1 pacovi poseduju isti sastav desaturaza kao ¢ovek, te moraju uzimati
esencijalne n-3 1 n-6 hranom (98, 99). Brojne studije na ljudima i zivotinjskim
modelima su pokazale da se muZjaci 1 Zenke razlikuju po sastavu fosfolipida (PL) u
membranama 1 plazmi (100). Pokazano je na odraslim pacovima da se uticaj ishrane sa
razli¢itim koli¢inama ukupnih masti ili razli¢itim sadrZzajem esencijalnith masnih
kiselina razli¢ito odrazio na sastav lipida plazme 1 jetre izmedu muzjaka 1 Zenki (101).

Tako polne razlike u sastavu PL mogu odrazavati dejstvo polnih hormona na sintezu
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PL, na specifi¢nost sinteze MK 1 na diferencijalnu podelu lipida unetih hranom izmedu
¢elijskih klasa lipida (100).

Klini¢ka ispitivanja su pokazala da se muSkarci 1 Zene razlikuju u sposobnosti sinteze
eikosapentaenske kiseline (EPA) 1 dosaheksaenske kiseline (DHA) iz alfa linoleinske
kiseline (ALA), sa prate¢im razlikama u koncentracijama u sistemskoj cirkulaciji (102).
Konverzija 18:3 n-3 u 20:5 n-3 1 22:6 n-3 je veoma ograni¢ena kod muskaraca, ali je
znatno veca kod zena (103, 104). Na osnovu studija pokazano je da polni hormoni
doprinose pojavi ovih razlika. Za istraZivanje polnih razlika su koriS¢eni pacovi u
ispitivanju statusa n-3 PUFA, jer ovaj model omoguc¢ava vecu kontrolu ishrane nego $to
je to moguce kod ljudi. Poput zena, Zenke pacova imaju vecu koncentraciju DHA u
plazmi, nego suprotni pol (102). Pacovi su takode odgovorili na povec¢an unos ALA iz
hrane na nacin koji je uporediv sa raspolozivim podacima kod ljudi. Koncentracije
dugolanc¢anih n-3 PUFA u plazmi 1 tkivima pacova su pozitivno povezane sa
koncentracijama estradiola i1 progesterona u krvi 1 u negativnoj su korelaciji sa
koncentracijama testosterona u krvi. Ovo ukazuje na to da polni hormoni deluju tako da
modifikuju sadrzaj n-3 PUFA plazme 1 tkiva, najverovatnije menjanjem ekspresije
enzima desaturaza i1 elongaza u jetri (102).

Koncentracija DHA (22:6 n-3) je visa u krvi 1 tkivima Zenki u odnosu na muzjake.
Zenke imaju vise koncentracije DHA u ukupnim lipidima jetre, plazme (68, 69, 101),
eritrocita (105) 1 srca u odnosu na muzjake, bez polno-zavisnih razlika u DHA
koncentracijama u mozgu. Ekspresija iRNK za A5-desaturazu, A6-desaturazu i elongazu
2 je veca u jetri zenki pacova u poredenju sa muzjacima, bez razlika u srcu ili mozgu
(106). Sadrzaj proteina A6-desaturaze je vec¢i kod zenki kao 1 ekspresija iRNK enzima
A6 desaturaze, za sintezu 20:4 n-6 1 22:6 n-3, takode je veca u jetri Zenki nego muzjaka
(69). Polna razlika u koncentraciji DHA je tkivno specifi¢na 1 povezana je sa viSom
ekspresijom A6-desaturaze kod zenki u odnosu na muzjake, Sto je ograni¢eno na jetru.
Procene sugeriSu da se oko 8% ALA konvertuje u EPA, dok procena proizvodnje DHA
iz ALA se krece u rasponu od 0% do 4% (107). Stopa konverzije je veca u jetri, sa
mnogo manjom aktivno$¢u u srcu 1 mozgu $to odgovara nizoj iRNK za A6- i AS-
desaturazu, elongazu 2 i elongazu 5 u odnosu na jetru (108, 109, 110).

Procenat 18:0, 20:4 n-6, 22:6 n-3 u fosfolipidima jetre je ve¢i kod Zenki nego kod

muzjaka, dok se sastav TG u jetri ne razlikuje medu polovima (68).
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1.5. Desaturaze i elongaze

Enzimi desaturaze se razlikuju po mestu gde uvode dvogubu vezu u masnoj kiselini, a
kod sisara postoje (A9, A6, AS) desaturaze. Desaturaze deluju u tandemu sa enzimima
elongazama koji produZavaju masnokiselinske lance, pri ¢emu nastaju dugolancane
PUFA sa 20 ili 22 C-atoma 1 Cetiri do Sest dvostrukih veza. Identifikovano je sedam
vrsta elongaza (Elo 1-7). SFA i MUFA su supstrati za Elo-1, 3, 4, 6, 7, dok su za
metabolizam PUFA zaduzene Elo-2,4 1 5.

Dve razliCite grupe acil-CoA desaturaza su prisutne kod sisara. Jedna grupa sadrzi
stearoil-CoA desaturaze (SCD), a druga se sastoji od A-6 desaturaze 1 A-5 desaturaze.
SCD ili A9 desaturaze prevode zasi¢ene masne kiseline u mononezasi¢ene MK. Enzim
SCD ima nekoliko izoformi. SCDI1 je glavna izoforma ovog enzima u jetri ljudi 1
glodara. Izoforma SCD?2 je identifikovana kod miSeva 1 pacova (111), dok je SCD5
identifikovana kod ljudi (112). SCD1 ima najvec¢i afinitet za stearinsku kiselinu (18:0)
(111), koja se dejstvom ovg enzima desaturiSe u oleinsku kiselinu (18:1 n-9). Proizvod
ove sinteze 18:1 n-9 je uglavnom esterifikovana u triglicerolima kao energetska rezerva
(113). Palmitat (16:0) je takode supstrat za SCDI1, ali afinitet za ovu MK nije tako visok
(114).

A-6 1 A-5 desaturaze su klju¢ni enzimi za sintezu visoko nezasi¢enih masnih kiselina
(eng. highly unsaturated fatty acids, HUFA). HUFA su ugradene u fosfolipide (PL)
(113, 115) 1 obavljaju razlic¢ite fizioloske funkcije, ukljucujuéi pinocitozu (116),
modulaciju jonskih kanala (117) 1 regulaciju genske ekspresije (118). A-5 1 A-6
desaturaze kao pocetni supstrat koriste PUFA: linolnu 1 alfa linolensku kiselinu, pa
zajedno sa elongazama, koje koriste iste PUFA kao supstrat, deluju na sintezu
dugolancanih PUFA, kao §to su AA, DHA ili EPA. MK poreklom iz hrane su glavni
regulatori ekspresije A-6 desaturaze 1 A-5 desaturaze. Ekspresija iRNK za A-6 1 A-5
desaturaze je snizena kada su n-6 1 n-3 PUFA obezbedene hranom, a povecana kada se
zivotinje hrane hranom bez masti ili hranom koja sadrzi samo (18:1 n-9) kao izvor masti
(119). Pored toga, sintaza MK (FAS) koja sintetiSe palmitat de novo i elongaza 6 koja
izduzuje SFA 1 MUFA su uklju€ene u sintezu 1 izduzivanje MUFA (120). Elongaza 5
ima relativno manji afinitet prema SFA 1 MUFA u odnosu na PUFA, ali njen visok nivo
ekspresije u jetri (121) ukazuje na to da je verovatno uklju¢ena u metabolizam SFA 1

MUFA (120).
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1.6. Oksidativni stres

Oksidativni stres se obi¢no definiSe kao poremecaj ravnoteze izmedu nastajanja
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS) s jedne i aktivnosti
antioksidativnog zaStitnog sistema (eng. antioxidative defence system, AOS) s druge
strane (122). Tokom aerobnog metabolizma se neprekidno stvaraju slobodni radikali,
koji se moraju 1 uklanjati, kako bi se odrzala ravnoteza i izbeglo oStecenje cCelija.
Funkciju uklanjanja 1 inaktiviranja slobodnih radikala u organizmu vrs§i pomenuti sistem
antioksidativne zastite. Kada prooksidansi nadvladaju mehanizme endogene
antioksidativne odbrane organizma, reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) koje se generiSu
napadaju sve glavne klase bioloskih makromolekula (123). Njihov Stetan efekat ogleda
se u oStecenju bioloSkih sistema, a oznacava se kao oksidativni stres (slika 7), (124).
Oksidativni stres se odnosi na Celijska oSteCenja 1 patoloSke promene koje prate
neuravnotezenost oksidanasa (ROS) nad enzimskim i neenzmskim antioksidansima
pojedinacnih Celija, ekstracelularnih tecnosti 1 tkiva (125). Oksidativno oStecenje, kao
rezultat takve neravnoteze, ukljucuje oksidativnu modifikaciju ¢elijskih makromolekula
(proteina, DNK, ugljenih hidrata, lipida), (124), kojim se inhibiraju normalne funkcije
¢elija. Ovakva oSte¢enja vode do strukturnih oSteCenja tkiva i organa. Ostecujuci

biomakromolekule, oksidativni stres ima ulogu u patogenezi mnogih oboljenja (126).
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Oksidativni stres

02.' ----------- H202
(\Cu.Zn. Mn/;
Metal
OH:
H,0 + O,
Ostecenje DNK Modifikovani Lipidna peroksidacija
8-OHdG lipoproteini 8-iso-PGF2a, MDA, 4-HNE

Oksidovani LDL

Slika 7. Oste¢enja makromolekula izazvana slobodnim radikalima

(https://www.laboratory-journal.com/science/medicine-diagnostics/diagnostics-

micronutrients)

Slobodni radikali (SR) su atomi, molekuli, joni, grupa atoma ili molekula sa jednim ili
viSe nesparenih elektrona u spoljaSnjoj atomskoj ili molekulskoj orbitali (122).
Nespareni elektroni ¢ine slobodne radikale vrlo nestabilnim 1 reaktivnim (npr.
hidroksilni radikal i superoksid-anjon radikal). Najvazniju klasu reaktivnih vrsta koja se
stvara u zivim sistemima predstavljaju radikali koji nastaju od kiseonika. Molekulski
kiseonik, koji je vazan za proizvodnju energije, jednovalentnom redukcijom, moze
proizvesti reaktivne meduproizvode, koji daju kratkozivece, hemijski vrlo aktivne
slobodne radikale. Osim S$to nastaju tokom niza fizioloSkih reakcija u organizmu
(endogeni izvori SR) 1 ukljuceni su u brojne Celijske funkcije (regulacija signalnih
puteva, regulacija tonusa krvnih sudova i prokrvljenosti tkiva, uceS¢e u normalnom
¢elijskom rastu, celijskom starenju i apoptozi...), slobodni radikali se proizvode i
neadekvatna ishrana, moze indirektno da rezultira pojavom oksidativnog stresa,

remeteci ¢elijske odbrambene mehanizme.
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1.7. Antioksidativni zaStitni sistem (AOS)

Da bi opstali, aerobni organizmi su morali tokom evolutivnog razvoja, da se adaptiraju
na neprekidnu borbu protiv oksidativnog stresa (128) 1 tako razviju brojne mehanizme
antioksidativne odbrane (slika 8). Enzimski antioksidativni mehanizmi su prva linija
odbrane, u organizmu ljudi i zivotinja postoji Citav niz enzima antioksidativne odbrane
(AOS), koji neprekidno uklanjaju slobodne radikale u teznji da organizmu pruze
moguénost za optimalno funkcionisanje. Najprisutniji antioksidativni enzimi su
superoksid-dismutaza, katalaza 1 glutation-peroksidaza. Karakteristicno je da ih u Celiji
ima puno, specificno su locirani u unutarcelijskim strukturama, aktivnost im se cesto
dopunjuje 1 preklapa 1 gotovo da svi za aktivnost zahtevaju prisustvo metala. Uglavnom
su specijalizovani, superoksid-dismutaza uklanja superoksid-anjon radikal, dok katalaza
1 glutation peroksidaza uklanjaju H>O,.

] Superoksid dismutaza, SOD

- pep]  Katalaza, CAT
- pegp]  Glutation peroksidaza, GPx

] Glutation reduktaza, GRx

Endogeni antioksidansi

Glutation, Ceruloplazmin, Albumin,
Bilirubin, Transferin, Mokracna kiselina

L L L Ll

Egzogeni antioksidansi

Karotenoidi, Askorbinska kiselina, Selen,

_" a-tokoferol, flavonoidi

LT L LT

Slika 8. Enzimska 1 neenzimska klasifikacija antioksidanata (preuzeto 1 prilagodeno iz

Liisar., 2016, (129)).
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Upotreba antioksidanata se Cesto preporucuje, zbog uloge koju imaju u ublazavanju
Stetnih efekata reaktivnih vrsta, a 1 za odrzavanje opSteg zdravstvenog stanja i1 za
prevenciju stanja poput: metabolickih poremecaja, kardiovaskularnih bolesti, raka i
drugih. Pozitivni efekti namirnica biljnog porekla koje su bogate antioksidativnim
vitaminima 1 fitohemikalijama su detaljno izuCavani 1 potvrdeni u brojnim
epidemioloSkim 1 interventnim studijama kod ljudi i zivotinja (130, 131). S druge
strane, trebalo bi da bude viSe interesovanja za nove antioksidanse poput omega-3
masnih kiselina, bioaktivnih proteina i peptida. Visok unos ribe i suplemenata koji
sadrze riblje ulje povezan je nizom stopom oboljevanja od kardiovaskularnih 1
neuroloskih bolesti, raka, kao 1 stanja koja se dovode u vezu sa oksidativnim stresom
(132, 133). Medutim, literaturni podaci o antioksidantskim efektima omega-3 MK jo§
uvek su prilicno kontradiktorni 1 potrebno ih je dodatno ispitati. Neki radovi ukazuju na
to da unos HUFA doprinosi povecanju lipidne peroksidacije i oksidativnog oStecenja
(134, 135). Naprotiv, drugi ukazuju na njihovu potencijalnu ulogu u podsticanju
endogene antioksidativne odbrane. Antioksidativni efekati ribljeg ulja su pokazani u
animalnim modelima za izu€avanje astme, dijabetesa, nefrotoksi¢nosti ali 1 kod zdravih
pacova takode (134-137). Najnovija studija, ispituje kombinovano dejstvo ribljeg ulja i
a-alfa-lipoinske kiseline na oksidaciju masnih kiselina jetre 1 parametre oksidativnog
stresa u trajanju od 21 dan (138). Mleko 1 mlecni proizvodi sadrze vredne makro- i
mikroelemente 1 imaju jedinstven profil proteina i1 masnih kiselina koji bi mogao
povoljno uticati na oksidativni status. Potencijalna antioksidativna aktivnost mle¢nih
proteina se povezuje sa njihovom aktivnoS¢u uklanjanja radikala, heliranja metala, kao 1
jacanja endogenog antioksidativnog kapaciteta. Pored toga, ove studije su otkrile
potencijalni uticaj mle¢nih proteina na stanja koja se dovode u vezu sa oksidativnim
stresom, poput insulinske rezistencije i kardiomiopatije (139, 140). U poredenju sa
omega-3 masnim kiselinama, literaturni podaci o intervencijama sa mlekom su daleko
manji. Dostupne interventne studije na zivotinjama prilino se razlikuju u testiranim
modelima organa kao i u dizajnu studija i trajanju u rasponu od 14 dana do osam nedelja
(139-142). Jedna od najnovijih studija, procenjuje uticaj dijeta koje se baziraju na
mleku, bilo sa normalnim sadrzajem Fe ili prekomernim Fe-sadrzajem, izmedu ostalog,
enzimska antioksidativna odbrana u jetri u prijavljenom eksperimentalnom periodu od

30 dana (142).
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1.7.1. Superoksid-dismutaza (SOD)

Superoksid-dismutaza (SOD) je metaloprotein, koji katalizuje dismutaciju superoksid
anjon radikala u molekulski kiseonik i vodonik peroksid (143):

205" +2H" - H202+ O3

Superoksid-dismutaza koja sadrzi mangan (Mn SOD) u aktivnom centru (Mn*"), sastoji
se 1z Cetiri subjedinice kod eukariota. Nalazi se u matriksu mitohondrija eukariota (144),
peroksizomima zivotinjskih, biljnih 1 ljudskih ¢elija. Superoksid-dismutaza koja sadrzi
bakar 1 cink (CuZn SOD) postoji kao intracelularna 1 ekstracelularna. Intracelularna se
nalazi u citosolu, endoplazmaticnom retikulumu i1 medumembranskom prostoru
mitohondrija eukariota. Sastoji se iz dve identi¢ne subjedinice od kojih svaka sadrzi po
jedan atom bakra (Cu) 1 jedan atom cinka (Zn). Kataliticka aktivnost enzima vezana je
za Cu®', dok Zn?>" stabilizuje njegovu prostornu konformaciju. Ekstracelularna
superoksid-dismutaza (EC SOD) je tetramerni glikoprotein, koji sadrzi jedan atom cinka
1 jedan atom bakra 1 ima veliki afinitet za neke glikozaminoglikane, kao $to su heparin i
heparin sulfat (145). Prisutna je u ekstracelularnoj te¢nosti: plazmi, limfi 1

cerebrospinalnom likvoru (146). Pokazuje malu aktivnost 1 u tkivima.

1.7.2. Katalaza (CAT)

Katalaza (CAT) katalizuje razgradnju vodonik peroksida do vode 1 molekulskog
kiseonika:

2H,0,; — 2H,0 + O,

Katalaza je strukturno, tetramerni hemoprotein koji se sastoji od Ccetiri identicne
subjedinice, sadrzi hematin (hem-Fe** protoporfirin). Katalaza vrlo brzo razgraduje
vodonik peroksid prisutan u velikim koncentracijama. CAT je prisutna u svim tkivima
sisara (u peroksizomima) (147). Najvecu aktivnost ima katalaza koja se nalazi u jetri 1
eritrocitima (122). Pored lokalizacije u peroksizomima, katalaza se moze nalaziti i

slobodna u citosolu, kao $to je slu¢aj kod retikulocita i u zrelim eritrocitima.
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1.7.3. Glutation-peroksidaza (GSH-Px)

Glutation-peroksidaza, GSH-Px katalizuje glutation-zavisnu redukciju vodonik
peroksida u vodu 1 organskih hidroperoksida u odgovarajuce alkohole:

2GSH + H,02 — GSSG + 2H,0

2GSH + ROOH — GSSG + ROH + H,O

Osim §to omogucava razlaganje H>O» kada je prisutan u malim koncentracijama,
glutation-peroksidaza katalizuje 1 reakcije redukcije velikog broja lipidnih peroksida i
organskih hidroperoksida (npr. lipidne hidroperokside), uz oksidaciju glutationa kao
kosupstrata. Glutation-peroksidaze mogu biti selen-zavisni 1 selen-nezavisni enzimi
(npr. neke glutation S-transferaze). Prisutna je u svim celijama ki¢menjaka. Selen-
zavisna GSH-Px je primarno citosolni 1 mitohondrijalni selenoprotein. To je tetramerni
enzim, koji u aktivnom centru ima selen u obliku selenocisteina (148). U selen-zavisne
GSH-Px spada 1 fosfolipid-hidroperoksid glutation-peroksidaza (PH GSH-Px), koja
katalizuje redukciju fosfolipida. U aktivhom centru sadrzi selenocistein 1 predstavlja
citosolni monomer, jedina je forma glutation-peroksidaze koja inhibira procese lipidne
peroksidacije u prisustvu fizioloskih koncentracija vitamina E (149). Bitan je u zastiti
¢elijskih membrana od peroksidacije. Selen-nezavisna glutation-peroksidaza koja
katalizuje redukciju organskih hidroperoksida, a pretpostavlja se da pripada familiji

enzima glutation-S-transferazne aktivnosti (GST).

1.8. Lipidna peroksidacija

Na delovanje slobodnih radikala su otpornije nezasi¢ene masne kiseline koje sadrze
jednu dvostruku vezu nego polinezasiéene masne kiseline. Celijske membrane obiluju
upravo fosfolipidima sa polinezasiCenim masnim kiselinama koje su osetljive na
oksidaciju, ROS izazivaju oSte¢enja njihovih lipidnih komponenti (150) Sto je praceno
poremecajem celijskih funkcija. U organizmu mogu da nastanu 1 organski radikali, u
interakcijama reaktivnih vrsta kiseonika sa bioloSkim makromolekulima. Jedan od
najbolje opisanih mehanizama je proces lipidne peroksidacije. Ovaj proces ukljucuje
stvaranje lipidnih peroksil radikala (ROO") 1 lipidnih hidroperoksida (ROOH). Lipidni
peroksidi u reakcijama koje su katalizovane metalima stvaraju alkoksi radikale (RO"),

holesterol hidroperokside, endoperokside, epokside holesterola 1 masnih kiselina 1 druge
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aldehide (151). Prvi korak u inicijaciji lipidne peroksidacije predstavlja izdvajanje
atoma vodonika iz polinezasi¢enih masnih kiselina koje ulaze u sastav bioloskih
membrana tako da nastaje lipidni radikal (L*). U daljim procesima, dolazi do lan¢anih
slobodno-radikalskih reakcija (proces je poznat kao propagacija), koje dovode do

stvaranja velikog broja peroksil radikala 1 organskih hidroperoksida (152).

R"+LH—-RH+L"

L'+ O, — LOO’
LOO"+LH — LOOH + L~
LOO"+RH — LOOH + R’

R’-radikal, LH-polinezasi¢ena masna kiselina, L'-lipidni radikal, LOO"-peroksil radikal,
LOOH-organski hidroperoksid

Jedan od produkata lipidne peroksidacije je 1 malondialdehid (MDA), koji moze da
reaguje sa slobodnim amino grupama proteina 1 nukleinskih kiselina i1 da dovede do jos
vecih oStecenja Celije (153). Ugljenik u metilen grupi je posebno podlozan oduzimanju
vodonika (154). Masne kiseline oSte¢ene peroksidacijom, uklanjaju se delovanjem
fosfolipaze-Al, A2 i fosfolipaze-C, a uklanjanjem hidroperoksida masne kiseline u
membrani nastaje lizofosfolipid. Po hemijskoj prirodi, lizofosfolipid je deterdzent i
njegovim nastankom naruSava se integritet membrana ukoliko se ne degradira. Osim
mogucénosti za proizvodnju novih slobodnih lipidnih radikala, peroksidacija lipida
dovodi 1 do nastanka novih slobodnih masnih kiselina, posebno polinezasi¢ene

arahidonske kiseline (155).

27



Uvod

Sastav lipida bioloSkih membrana se znacajno razlikuje od vrste do vrste organizma, ali
1 medu celijama iste vrste. Fizicke, hemijske 1 biloSke osobine raznih lipida zavise od
masnih kiselina, dok masnokiselinski sastav razli¢itih lipida zavisi od nacina ishrane.
Polarni lipidi, kao Sto su glikolipidi 1 fosfolipidi amfipati¢nih svojstava, bioloski su
zanimljiva grupa lipida. Postoji veliko interesovanje za fosfolipide hrane zbog mogucih
pozitivnih efekata na zdravlje (156). Poslednjih godina velika paZnja se posvecuje
funkcionalnoj hrani, kao 1 bioaktivnim sastojcima hrane (lipidi, ugljeni hidrati,
specifi¢ni proteini 1 peptidi). Funkcionalna hrana je deo uobicajene ishrane koja uz
osnovno hranljivo svojstvo ima i raznovrsne fizioloske koristi (157), a moze redukovati
1 rizik od nastanka hroni¢nih bolesti. Medu novim funkcionalnim hranama, mlecni
proizvodi 1 suplementi na bazi mleka su oznaCeni kao potencijalni antioksidanti sa

povoljnim uticajem na zdravlje i1 zdravo starenje (158, 159).

Polinezasi¢ene masne kiseline su veoma vaZzne, jer imaju znacajnu ulogu u brojnim
fizioloSkim procesima, pa time 1 u odrzavanju zdravlja. Esencijalne masne kiseline kao
strukturni elementi svih membrana reguliSu njthov permeabilitet 1 predstavljaju
prekursore za sintezu prostaglandina i leukotriena. U fizioloSkom smislu razlikuje se
uticaj n-3 1 n-6 familije masnih kiselina. Obe familije konkuriSu za isti enzimski sistem
desaturaza. Stoga povecanje unosa odredene klase PUFA hranom, povecava njihov
udeo u ukupnom sastavu PUFA u lipidima membrana. Medu polinezasi¢enim masnim
kiselinama n-6 familije za Coveka je najznaajnija linolna kiselina, a medu n-3
familijom o linoleinska, odnosno njena dva metabolita eikosapentaenska (EPA) i
dokosaheksaenska (DHA) masna kiselina. Poslednjih godina pridaje se veliki znacaj
oksidativnom stresu, odnosno ulozi slobodnih radikala u nastanku raznih oboljenja, a
narocito njihovom delovanju na PUFA, jer sadrze visoko reaktivne dvostruke veze (160,
161). U slucaju njihovog povecanog unosa, ukoliko nije praten 1 unosom
antioksidanasa, postoji opasnost od povecanog stvaranja slobodnih radikala 1 lipidne
peroksidacije (160, 161). Medutim, literaturni podaci o antioksidantskim efektima
omega-3 MK jo$ uvek su prili¢no kontradiktorni 1 potrebno ih je dodatno ispitati. Ipak,
¢vrsti zakljucci ne mogu se izvesti, jer se dosadaSnje studije razlikuju po dizajnu i

trajanju u rasponu od 15 dana do 13 nedelja (134, 135, 162, 163).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je ispitivanje efekta unosa tri razlicite

vrste hrane (standardne, obogacene ribljim brasnom 1 hrane obogac¢ene mlekom u prahu)

na biohemijske parametre u krvi, masnokiselinske profile fosfolipida jetre i1 na

parametre oksidativnog stresa u jetri pacova Wistar soja, kao 1 analiti¢ka karakterizacija

hrane.

Na osnovu opSteg cilja definisani su slede¢i konkretni zadaci istrazivanja:

I.

Odrediti hemijski sastav 1 procentualni sadrzaj masnih kiselina hrane
(standardne, obogacene ribljim brasnom i hrane obogac¢ene mlekom u prahu)
kojom ¢e zivotinje biti tretirane tokom cetiri nedelje.

Odrediti masnokiselinski sastav razliCitth vrsta hrane metodom gasne
hromatogtafije.

Odrediti u razli¢itim vrstama hrane sadrzaj makroelemenata gravimetrijskom
metodom 1 mikroelemenata atomskom apsorpcionom spektrofotometrijom.
Odrediti sadrzaj vitamina A 1 E u tri razliite vrste hrane tecnom
hromatografijom pod visokim pritiskom.

Odrediti biohemijske parametre u plazmi, parametre oksidativnog stresa u jetri i
anlizirati profile masnih kiselina u jetri, po zavrSetku eksperimenta.

Odrediti koncentraciju biohemijskih parametara u plazmi eksperimentalnih
zivotinja nakon tretmana razliitim vrstama hrane.

Gasnom hromatografijom analizirati masnokiselinske profile fosfolipida jetre na
kraju tretmana.

Odrediti vrednosti parametara oksidativnog stresa u jetri spektrofotometrijski na

kraju eksperimenta.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Laboratorijske Zivotinje

U ovom istrazivanju koris€eni su adultni muzjaci i zenke Wistar soja, obezbedeni iz
vivarijuma Instituta za biologka istraZivanja Sini$a Stankovié, Beograd, Srbija. Zivotinje
su gajene po Cetiri u kavezu, pod kontrolisanim uslovima (sobna temperatura 23-25 °C,
12 h ciklus svetlo-tama, neograni¢en pristup hrani 1 vodi). Odrzavanje Zivotinja 1
eksperimentalni protokoli bili su u skladu sa zvani¢nim institucionalnim vodiem za
eksperimentalni rad na Zivotinjama, koji je prilagoden Direktivi Saveta Evrope (86/609)

1 vodi€u za negu 1 upotrebu laboratorijskih zivotinja, NIH publikacija No. 85-23.

3.2. Tretman pacova razliitim vrstama hrane

Zivotinje oba pola, starosti Eetiri meseca, tezine 250-300 g, su nasumi¢no podeljene u tri
grupe. Grupe su formirane na osnovu pola 1 vrste hrane kojom su Zivotinje hranjene.
Prva, kontrolna grupa pacova (MS i ZS), je hranjena standardnom laboratorijskom
hranom (Veterinarski zavod Subotica). Druga grupa pacova (MRB i ZRB), je hranjena
hranom obogaéenom ribljim bragnom i treéa grupa (MM i ZM) je hranjena hranom
oboga¢enom mlekom u prahu (slika 9). Zivotinje su dobijale istu koli¢inu hrane tokom

Cetiri nedelje.

|:| MS muZzjaci na standardnoj hrani
- 7S Zenke na standardnoj hrani

MRB muzjaci na hrani obogacéenoj ribljim braSnom

ZRB Zenke na hrani obogacenoj ribljim braSnom
P MM muzjaci na hrani obogaéenoj mlekom u prahu
7M Zenke na hrani obogacenoj mlekom u prahu

Slika 9. Eksperimentalne grupe

30



Materijal i metode

3.3. Zrtvovanje Zivotinja i izolovanje organa

Telesna masa pacova je merena nedeljno 1 predstavljena je kao procenat promene
telesne mase na kraju studije za svaku eksperimentalnu grupu. Pacovi su Zrtvovani
brzom dekapitacijom 24 h nakon izgladnjivanja. Tkivo jetre je izolovano i ¢uvano na -
80 °C do pocetka eksperimenta. Uzorci krvi pacova svih eksperimentalnih grupa
sakupljani su po zavrSetku eksperimenta u kivete sa Na-citratom (3,8% w/v) kao
antikoagulantom. Krv je centrifugiranana 3000 obrtaja/min 15 minuta. Nakon
centrifugiranja plazma je skladiStena na -80 °C za kasnije koriS¢enje u biohemijskim

analizama.

3.4. Hemijski sastav hrane za eksperimentalne Zivotinje

Hrana za pacove je napravljena na osnovu recepture odeljenja za ishranu zivotinja i
botaniku (Fakultet veterinarske medicine, Univerzitet u Beogradu). Hrana za pacove je
u celini pripremljena u laboratoriji meSanjem dobijenih komponenti od komercijalnih
dobavljaca (“Farmkomerc”, Cantavir, Srbija; “Graneksport”, Pan¢evo, Srbija). Smesa je
napravljena od samlevenih zitarica: jeCam (30%), kukuruz (13%) 1 pSenica (20%);
osuSene iseckane pulpe Secerne repe (10%), 1% mineralne smese (20% CaHPO4+2H>0,
30% CaCOs, 50% NaCl), 1 1% smeSe vitamina (sadrzaj po kg vitaminske smeSe: retinol
186 mg, holekalciferol 20 ng, alfa-tokoferol acetat 10 g, menahinon 4 g, tiamin 1,2 g,
riboflavin 0,6 g, piridoksin 1,5 mg, ciankobalamin 4 mg, niacin 3,6 g, pantotenska
kiselina 1,9 g, biotin 12 mg, holin 101,2 g, inozitol 93 g; pripremljeno po zahtevu
Veterinarskog zavoda, Subotica, Srbija). Glavni izvori proteina u hrani bili su ili 9%
riblje brasno (I), (in¢un, “Centry-Light Industrija Co.”, Vejfan, Kina; 65% proteina) ili
10% suseno mleko u prahu (II), (“AD Mlekara”, Subotica, Srbija; 25% protein) 1 16% 1
15% od sojine sacme (“Sojaprotein”, Becej, Srbija; 44% protein). Konac¢na ¢vrsta hrana
za pacove je pripremana jednom nedeljno meSanjem smeSe za hranu sa teku¢om vodom
(odnos 5:3 m/m) u odgovaraju¢em elektricnom blenderu. Testo je razvuceno u tankom
sloju (1 cm), ise€eno (3 cm x 3 cm) 1 suSeno 30 sati na 50 °C. Suvi komadi ¢vrste hrane

imali su do 10% vlage.
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3.5. Metoda za odredivanje sadrZaja vitamina (A i E) u hrani za pacove

Sadrzaj vitamina odredivan je tecnom hromatografijom pod visokim pritiskom (eng.
High Performance Liquid Chromatography, HPLC), koriS¢enjem QuEChERS Kita.
Uslovi te¢nohromatografskog odredivanja: Odredivanje je izvrSeno na teCnom
hromatografu: Agilent Technologies 1200 Series uz DAD detektor. Kolona: Agilent
ZORBAX C18 (2,1 x 100) 1,8 um. Mobilna faza: metanol (100%) HPLC Ccistoce.
Odmereno je 1g uzorka i dodata smeSa rastvaraa aceton:hloroform (30:70, v/v).
Sadrzaj je meSan na vorteksu, a zatim centrifugiran na 4000 rpm. Nakon centrifugiranja
supernatant je dekantovan u ¢asu 1 profiltriran kroz mikrofilter PTFE 0,45um. Filtrat je
uparavan skoro do suva u struji azota, a ostatak rastvoren u metanolu (HPLC c¢istoce).

Tako pripremljen uzorak prebacen je u vijalu i analiziran tecnom hromatografijom.

3.6. Metode za odredivanje koli¢ine makro- i mikro-elementa u hrani za pacove
3.6.1. Gravimetrijska analiza

Gravimetrijska analiza podrazumeva kvantitativno odredivanje koli¢ine sastojaka na
osnovu mase uzorka. Ovom metodom je odredivan sadrzaj slede¢ih elemenata: vlage,
proteina, masti, sirove celuloze, skroba, pepela i1 Se¢era. Koli¢ina energije dobijena je

preraCunavanjem.

3.6.2. Metoda atomske apsorpcione spektrofotometrije

Sadrzaj minerala odredivan je metodom atomske apsorpcione spektrofotometrije
(AAS). Ovom metodom kalcijum (Ca) 1 fosfor (P) su odredivani procentualnom
zastupljenoScu, a natrijum (Na), magnesijum (Mg), gvozde (Fe) 1 cink (Zn) koli¢inom

(mg/kg), koriS¢enjem Atomskog apsorpcionog spektrofotometra, Varian spectra AA-10.
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3.7. Odredivanje sastava masnih kiselina u hrani
3.7.1. Priprema uzoraka

Za analizu masnokiselinskog sastava, masti su iz uzoraka ekstrahovane superkriticnom
ekstrakcijom pomocu COz na FAT analyzer-u 2000 (Leco, St. Joseph, MI, USA), kako
bi se spreila degradacija masnih kiselina hemikalijama, ili agresivnim uslovima
ekstrakcije. Kao rastvara¢ koriS¢en je superkriti¢ni CO», Cistoc¢e 99,995% 1 konstantnog
protoka od 2 1/min. Sastav infuzorijske zemlje bio je: do 54% kristalne silike, manje od
50% kristobalita 1 manje od 4% kvarcnog peska. Infuzorijska zemlja upotrebljavana je
kao adsorbens za vezivanje tragova vode 1z uzoraka, a dodavana je direktno u uzorak u

koli€ini od 2 g/g uzorka.

Ovako dobijeni ekstrakti dalje su upotrebljavani za pripremu metil-estara masnih

kiselina 1 masnokiselinsku analizu.

3.7.2. Pripremanje estara masnih kiselina za analizu gasnim hromatografom

Metil-estri masnih kiselina pripremani su procesom transmetilacije 14% metanolnim
rastvorom bortrifluorida (164). Kao rastvara¢ upotrebljen je n-heptan, a za inertizaciju i
oslobadanje metil estara masnih kiselina od ostataka rastvaraa primenjivano je

uparavanje u struji azota.

3.7.3. Odredivanje uzoraka gasnom hromatografijom

Pripremljeni uzorci analizirani su na gasnom hromatografu GC (eng. Gas
chromatography) Agilent 7890A system (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
sa plameno-jonizuju¢im detektorom (eng. FID — Flame Ionization Detector) 1
autoinjektuju¢im sistemom za tecnosti, na kapilarnoj koloni od mesane silike DB WAX
30 m, 0,25 mm, 0,50 um. Kao gas nosa¢ upotrebljen je helijum ¢istoce 99,9997%, pri
protoku od 1,5 ml/min 1 pritisku od 1,092 bara. Uzorci su ubrizgavani u kolonu u split

rezimu, €iji je odnos iznosio 30:1. Primenjeni temperaturni reZim prikazan je na slici 10.

Ukupno vreme jedne analize iznosilo je 41,311 minuta.
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Rate Value Hold Time Run Time
*C/min 16 min min
) ' ] 40 05 05
Ramp 1 25 95 5 1.7
Ramp 2 3 205 85 23533
Ramp 3 9 230 5 41311
*

Slika 10. Temperaturni reZim rada GC-FID pri analizi sastava masnih kiselina uzoraka

Pikovi metil estara masnih kiselina identifikovani su poredenjem retencionih vremena iz
uzoraka sa retencionim vremenima iz standarda “Supelco 37 component fatty acid
methyl ester mix” kao 1 sa internim podacima dobijenim u prethodnim ispitivanjima
masnih kiselina na gasnom hromatografu sa masenim detektorom.

Dobijeni rezultati izrazavani su kao masa pojedina¢ne masne kiseline, ili grupe masnih
kiselina (g) u 100 grama masnih kiselina iz uzorka, tj. kao relativni maseni sadrzaji
(my,), odredeni prema formuli :

my; = =2 %100 (1)

’ ZAu,iXFi

Gde je: F; - relativni korekcioni faktor date masne kiseline

A, ; - povrSina zahvacena pikom metil estra masne kiseline i u uzorku

Konstante metil-estara masnih kiselina nisu jednake, jer odziv detektora nije isti za sve
metil-estre masnih kiselina, te povrSine zahvacene pikovima ne odgovaraju masama
masnih kiselina u standardu. Zbog toga se odreduju korekcioni faktori Fi, a zatim 1
relativni korekcioni faktori, Fi', svedeni na najzastupljeniju masnu kiselinu (u ovom
sluaju a-linolensku kiselinu), za svaku masnu kiselinu 1 analizu odvojeno, nakon ¢ega
se racuna srednja vrednost rezultata svih analiza.

[zraCunavanja su izvodena na slede¢i nacin:

Fi= 2 #)

gde je: F; — korekcioni factor
mg; - maseni udeli komponenti u standardnoj smeSi dati na prilozenom

sertifikatu proizvodaca

as ; — povrsinski udeo komponente u standardu
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' Fi
F,=—"—

F18:3n3

€)

gde je: Fig.3n3 - korekcioni faktor za a-linolensku kiselinu

3.8. Odredivanje koncentracije biohemijskih parametara u plazmi

Nakon zavrSenog Cetvoronedeljnog konzumiranja razliitih vrsta hrane odredivani su
biohemijskih parametari u plazmi. KoriS¢enjem standardnog laboratorijskog kita
(Roche) na biohemijskom analajzeru (Cobas c-111, Roche, Basel, Switzerland)
odredivana je koncentracija alanin transaminaze (ALT), aspartat transaminaze (AST),
glukoze (GLU), holesterola (Ch), triglicerida (TG), lipoproteina velike gustine (HDL),

lipoproteina male gustine (LDL) u plazmi.

3.9. Odredivanje profila masnih kiselina u fosfolipidima jetre
3.9.1. Izolacija ukupnih lipida jetre modifikovanom metodom po Folch-u

Ukupni lipidni ekstrakt je izolovan modifikovanom metodom po Folch-u (165). Tkivo
jetre (1 g) je homogenizovano smeSom 2:1 hloroform/metanola (10 ml), u koju je
dodato 50 mg 2,6-bi-tercbutil-hidroksi-toluena (BHT) kao antioksidanta. Nakon toga,
uzorci su inkubirani preko noc¢i na -20 °C. Slede¢eg dana, uzorci su filtrirani, u njih je
dodavano dva puta po 10 ml, pa potom 5 ml 2:1 hloroform/metanola. Zatim su uzorci
uparavani u vakuum uparivacu na temperaturi od 50 °C 1 resuspendovani u 10 ml 2:1
hloroform/metanola 1 2 ml destilovane vode. Uzorci su prenoseni u epruvete i inkubirani
preko no¢i na -20 °C. Slede¢eg dana uzorci su centrifugirani na 3000 obrtaja/min tokom
15 minuta. Vodena faza je odlivena, dodavano je 1,5 ml destilovane vode, pa su uzorci
pod istim uslovima ponovo centrifugirani. Dobijena smeSa razdvajana je u dve faze.
Donja faza predstavlja ukupni Cist lipidni ekstrakt. Nakon centrifugiranja gornja faza je
uklonjena. Uzorci su inkubirani na 4 °C preko no¢i. Narednog dana, uzorci su uparavani
do suva u vakuum uparivacu. U suvi ekstrakt sukcesivno je dodavano po 2 ml metanola,
acetona 1 alkohol/benzen smeSe (1:1). Posle dodavanja svake od smeSa uzorci su
uparavani na vakuum-uparivacu; nakon toga uzorci su inkubirani na 4 °C preko noci.

Dodavanjem 4 ml hloroforma 1 njegovim uparavanjem 1 nakon dodavanja 250 pl

35



Materijal i metode

heksana u suvi ekstrakt, uzorak je spreman za hromatografsko (eng. thin liquid

chromatography, TLC) razdvajanje lipidnih klasa.

3.9.2. Razdvajanje lipidnih klasa tankoslojnom hromatografijom

Frakcija fosfolipida jetre izolovana je jednodimenzionalnom tankoslojnom
hromatografijom (TLC) na plo¢ama sa silika gelom debljine 0,5 mm. Na plocu koja je
aktivirana na 110 °C u toku sat vremena, nanoSen je totalni lipidni ekstrakt u vidu linije
duzine oko 3 cm, na visini 2 cm od donje ivice ploCe. Za razdvajanje koriS¢ena je smesSa

petroletar-dietiletar-siréetna kiselina (87:12:1 v/v/v).

3.9.3. Metilovanje masnih kiselina

Masne kiseline su esterifikovane po modifikovanoj metodi transesterifikacije (166).
Frakcija fosfolipida je oguljena u staklene epruvete i ekstrahovana sa 1,5 ml heksana.
Metil estri masnih kiselina fosfolipida jetre su dobijeni transmetilacijom sa 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 Imol/L H>SO4 u metanolu i epruvete su
inkubirane 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.

3.9.4. Analiza masnih Kiselina jetre gasno-te¢nom hromatografijom

Metil estri masnih kiselina formirani iz izolovanih fosfolipidnih frakcija jetre analizirani
su gasno-te¢nom hromatografijom (eng. gas liquid chromatography, GLC), koriS§¢enjem
gasnog hromatografa Shimadzu GC 2014, opremljenog sa plamenojonizujué¢im
detektorom na Rtx 2330 koloni (dimenzija 60 m x 0,25 mmlID, debljina 0,2 um; Restek,
PA, USA). Protok nosefeg gasa helijuma iznosio je 5 ml/min, protok vazduha 320
ml/min, a vodonika 30 ml/min. Temperatura plamenojonizuju¢eg detektora je
postavljena na 260 °C, a injekcionog ulaza na 220 °C. Adekvatno razdvajanje postignuto
je nakon 50 minuta, pri ¢emu je inicijalna temperatura kolone od 140 °C odrzavana 5
minuta, a potom podignuta do 220 °C brzinom zagrevanja od 3 °C/min i odrzavana na

finalnoj temperaturi 20 minuta. Metil-estri pojedinaénih masnih kiselina su
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identifikovani poredenjem sa hromatogramom standarda masnih kiselina (Sigma,
Chemical Co, St.Louis, MO, USA) i/ili PUFA-2 standardnim meSavinama (Supelco
Inc., Belleforte, PA, USA). SadrZaji pojedina¢nih masnih kiselina, uklju¢uju¢i masne
kiseline od 16:0 do 22:6 n-3, izrazavani su u procentima od ukupno detektovanih
masnih kiselina na osnovu povrsine njihovih pikova.

Sadrzaj ukupnih SFA odredivan je kao zbir relativnih sadrzaja palmitinske (16:0) i
stearinske (18:0) masne kiseline, dok je sadrzaj ukupnih MUFA izraCunavan kao zbir
relativnih sadrzaja palmitoleinske (16:1 n-7), oleinske (18:1 n-9) i vakcenske (18:1 n-7)
masne kiseline. Sadrzaj ukupnih PUFA predstavljan je zbirom pojedina¢nih sadrzaja
(18:2 n-6), (20:3 n-6), (20:4 n-6), (22:4 n-6), (20:5 n-3), (22:5 n-3) 1 (22:6 n-3). Sadrzaj
n-3 1 n-6 PUFA izraZavan je zbirom pojedina¢nih PUFA.

3.10. Odredivanje parametara oksidativnog stresa u jetri
3.10.1. Priprema homogenata jetre

Odmrznuti uzorci tkiva jetre su najpre macerirani na ledu. Dobijenom maceratu je
dodavan pufer pH 7,4, koji je sadrzao: 50 mM Tris, 150 mM (NaCl), 2 mM
etilendiamintetrasiréetnu kiselinu (EDTA) 1 1% Igepal® (Sigma Aldrich®, Darmstadt,
Germany), u odnosu 1:10. Zatim su macerati tri puta homogenizovani kori§¢enjem
homogenizera (Ika® T10 basic, Ultra-Turrax®) u trajanju od po 10 sekundi, sa
pauzama izmedu homogenizovanja iste duzine (10 sekundi). Nakon toga su pomocu
aparata (Bandelin electronic, Berlin, Germany) tri puta uzastopno sonifikovani pri
frekvenciji od 10 KHz. Trajanje pojedina¢nih sonifikacija, kao 1 pauza izmedu njih je
iznosilo 15 sekundi. Ovako obradeni uzorci su zatim centrifugirani, koriS¢enjem
ultracentrifuge (Beckman L7-55), tokom 90 minuta na 37500 obrtaja/min, pri
temperaturi od 4 °C. Nakon toga, dobijeni supernatanti (gornji slojevi) homogenata su

koriS¢eni za analizu parametara oksidativnog stresa.
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3.10.2. Odredivanje sadrzaja proteina u homogenatima jetre

Sadrzaj proteina u homogenatima tkiva odredivan je upotrebom komercijalno
dostupnog testa (BCA Protein Assay Macro Kit, SERVA Electrophoresis, Heidelberg,
Germany), prema datim uputstvima. Preciznije, metoda se zasniva na kombinaciji
biuretske reakcije i redukcije Cu*? u Cu™! u prisustvu proteina u baznoj sredini. Potom
nastali katjoni (Cu'!) reaguju sa dva molekula BCA kiseline (eng. Bicinchoninic acid,
BCA) pri ¢emu nastaje ljubicasto obojen proizvod sa apsorcionim maksimumom na 562
nm. U reakcionu smeSu dodati su uzorci (50 puta razblazeni homogenati jetre) i radni
reagens koji je sadrzao BCA 1 bakar (II) sulfat, a potom inkubirani u vodenom kupatilu
na 37 °C u trajanju od 30 min. Nakon inkubacije, smeSe su ohladene 1 apsorbance
nastalih obojenih jedinjenja su o€itane

na 562 nm koriS¢enjem spektrofotometra Shimadzu UV-1800 (Shimadzu Corporation
Kyoto, Japan). SadrZaj proteina u uzorcima izracunat je na osnovu kalibracione krive
konstruisane upotrebom standarda govedeg serum albumina (eng. bovine serum

albumine, BSA) koncentracije 25-1000 mg/L.

3.10.3. Odredivanje koncentracije tiobarbiturna Kkiselina reagujucih supstanci

(TBARS)

Koncentracija tiobarbiturna kiselina reaguju¢ih supstanci (TBARS), kao pokazatelj
inteziteta lipidne peroksidacije, merena je upotrebom komercijalno dostupnog testa
(TBARS Assay Kit, Cayman chemical, Ann Arbor, Michigan, USA). Test se zasniva na
reakciji tiobarbiturne kiseline (TBA) sa malondialdehidom (MDA) u kiseloj sredini na

visokoj temperaturi.

o]
o o s N OH HO N SH
M te | 7/ h g \’/
H H /L N |N " 2RO
) N S X CH—CH=CH- X
OH OH
MDA TBA

MDA-TBA kompleks

Preciznije, homogenati su najpre razblazeni 50 puta, a potom inkubirani sa TBA

reagensom u vodenom kupatilu na 100 °C. Nakon jednocasovnog kljucanja smeSe su
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ohladene, a zatim centrifugirane (10 min, 1600 x g, 4 °C). Absorbance dobijenih
ruzicastih proizvoda merene su na 540 nm prema slepoj probi (destilovana voda umesto
homogenata), koriS¢enjem ELISA citata (Multiskan FC, Thermo Fisher Scientific,
Finland). Za izraCunavanje nivoa TBARS koriS¢ena je kalibraciona kriva konsturisana
upotrebom standarda malondialdehida (MDA) koncentracije 0-50 pmol/L. Rezultati su

izrazeni kao MDA ekvivalenti po mg proteina.

3.10.4. Odredivanje aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD)

Aktivnost enzima superoksid-dismutaze (SOD) u homogenatima jetre je odredivana
primenom komercijalno dostupnog testa (Randox-Ransod, kat. br. SD125, Crumlin,
UK).

Preciznije, odredivanje SOD aktivnosti ovom metodom zasniva se na merenju stepena
inhibicije produkcije superoksid-anjon radikala (O7) u sistemu ksantin-ksantin
oksidaza. Ksantin oksidaza katalizuje stvaranje O~ koji potom reaguje sa 2-(4-
jodofenil)-3-(4-nitrofenol)-feniltetrazolijum hloridom (INT), §to dovodi do formiranja
crvene formazon boje, sa apsorpcionim maksimumom na talasnoj duzini od 505 nm.
Nasuprot tome, SOD prisutna u uzorcima homogenata katalizuje ralzlaganje O~ ¢ime
se smanjuje intezitet nastale formazon boje. Nastanak formazon (obojenog) jedinjenja
pracen je kineticki, merenjem apsorbance 3 min na 505 nm i 37 °C kori§¢enjem
spektrofotometra Shimadzu UV-1800 (Shimadzu Corporation Kyoto, Japan) da bi se
odredila promena apsorbance po minuti. Aktivnost SOD odredena je kao stepen
inhibicije stvaranja ovog jedinjenja, pri ¢emu su homogenati (uzorci) najpre razblazeni
150 do 200 puta da bi se dobio stepen (%) inhibcije od 30 do 60%. Za izraCunavanje je
koriS¢ena kalibraciona kriva zavisnosti procenta inhibicije od logaritmovane
koncentracije konstruisana upotrebom standardnih rastvora enzima poznate aktivnosti.
Jedna jedinica aktivnsoti SOD je definisana kao koli¢ina enzima koja dovodi do 50%
inibicije. Na osnovu kalibracione krive i izracunatog procenta inhibicije odredena je

aktivnost SOD u uzorcima, a krajnji rezultat izrazen je u jedinicama po mg proteina.
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3.10.5. Odredivanje aktivnosti glutation-peroksidaze (GPx)

Aktivnost glutation-peroksidaze (GPx) u homogenatima jetre merena je primenom
komercijalno dostupnog testa (Randox-Ransel, kat. br. RS 505, Crumlin, UK) prema
ranije opisanom postupku koji su ustanovili Paglia 1 Valentine (167). Preciznije, ova
metoda se bazira na oksidaciji redukovanog glutationa (GSH) u prisustvu organskih
hidroperoksida, pri ¢emu se formirani glutation-disulfid (GSSG) dalje redukuje
dejstvom glutation reduktaze (GR) u prisustvu NADPH kao koenzima. U reakcionu
smeSu dodati su 100 puta razblaZeni uzorci homogenata, rastvor organskog kumen-
hidroperoksida, i radni reagens

koji je sadrzao glutation, GR, NADPH, fosfatni pufer i EDTA. Nakon inkubacije od 1
min, pracena je oksidacija NADPH u NADP*, odnosno pad apsorbance NADPH na 340
nm 1 37 °C koriS¢enjem spektrofotometra Shimadzu UV-1800 (Shimadzu Corporation
Kyoto, Japan) u toku dva minuta. Aktivnost GPx u uzorcima izraunata je na osnovu
izmerene promene apsorbance po minuti (AA/min) umanjene za vrednost slepe probe
(koja je umesto uzoraka sadrzala destilovanu vodu), uz upotrebu NADPH molarnog
apsorpcionog koeficijenta. Jedna jedinica enzimske aktivnosti GPx definisana je kao
broj nanomolova oksidovanog NADPH u minuti (nmol NADPH/min), a aktivnost u

ispitivanim uzorcima izrazena je u jedinicama po miligramu proteina.

3.10.6. Odredivanje aktivnosti katalaze (CAT)

Aktivnost katalaze (CAT) u homogenatima jetre je odredivana po modifikovanoj
metodi, koju je opisao Aebi (168), a zasniva se na sposobnosti ovog enzima da
razgraduje vodonik-peroksid (H20z) (Sigma Aldrich®, Darmstadt, Germany), do vode i
molekulskog kiseonika. Preciznije, smanjenje koncentracije H»>O, praceno je
spektrofotometrijski direktnim merenjem pada apsorbance na 240 nm. Homogenati jetre
su najpre razblazeni 100 do 150 puta, a potom dodati u 1 M fosfatni pufer (pH 7,0).
Reakcija je zapoceta dodavanjem 10 mM H»O», nakon ¢ega je pad apsorbance pracen 3
min na 240 nm uz upotrebu spektrofotometra Shimadzu UV-1800 (Shimadzu
Corporation Kyoto, Japan) 1 25 °C, da bi se odredila promena apsorbance po minuti.
Aktivnost CAT u uzorcima izraCunata je na osnovu izmerene promene apsorbance po

minuti (AA/min), uz upotrebu milimolarnog apsorpcionog koeficijenta H>O, Jedna

40



Materijal i metode

jedinica aktivnosti CAT je definisana kao koli¢ina enzima potrebna za razgradnju 1
umol H>O; u minuti, a aktivnost u ispitivanim uzorcima izrazena je u jedinicama po

miligramu proteina.

3.11. Statisticka analiza

Statisticki znacaj promena procentualnog udela masnih kiselina u PL jetre pacova i
vrednosti biohemijskih parametara je testiran dvofaktorskom analizom varijanse (eng.
two-way ANOVA) i Tukey post hoc testom, primenom pola Zivotinja i razli¢itih hrana
kao faktora na logaritamski i trigonometrijski transformisanim podacima (169, 170).
Podaci su izrazeni kao srednje vrednosti + standardna devijacija (SD). Uticaj razli€itih
vrsta hrane (njithovog masnokiselinskog profila) na sveukupni profil masnih kiselina u
jetri pacova dalje je analiziran primenom kanonijse diskriminacione alanize.

StatistiCki znacaj parametara oksidativnog stresa, testiran je jednofaktorskom analizom
varijanse (eng. one-way ANOVA) i1 Tukey post hoc testom. Podaci su prikazani kao
srednje vrednosti £ SD. Za ispitivanje normalne distribucije podataka koriS¢en je
Sapiro-Vilkov test. Zbog odsustva normalne distribucije, SOD vrednosti su poredene
Kruskal-Wallis neparametrijskim testom 1 podaci su predstavljeni kao medijane i
interkvartalni interval (25-ti 1 75-ti percentil). Za utvrdivanje povezanosti izmedu
merenih parametara koriS¢en je Pirsonov koeficijent korelacije. Minimalan uslov za
postojanje statistiCke znacajnosti definisan je p vredno$¢u (nivoom znacajnosti) manjom

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

4.1. Efekat unosa hrane razli¢itog hemijskog sastava na telesnu masu

Unos hrane je bio isti u svim eksperimentalnim grupama (MS, ZS, MRB, ZRB, MM i
ZM) i nije bilo statisti¢ki znaGajnih promena u dnevnoj potrosnji hrane. Dnevno je
merena grupna potrosnja po kavezu (Cetiri Zivotinje). Preciznije, merena je koliCina
hrane koja je stavljena po kavezu svaki dan, da bi naredni dan pre ponde, bila merena
tezina hrane koja je preostala u kavezu. Stoga, individualni unos hrane je kalkulisan kao
srednja vrednost ukupne dnevne potrosnje po kavezu. Uzimana je prosecna nedeljna
potro$nja, po zivotinji za svaku grupu, poSo su nedeljno pracene 1 promene telesne
tezine. Telesna masa pacova je merena nedeljno i1 predstavljena je kao procenat
promene telesne mase na kraju studije za svaku eksperimentalnu grupu (slika 11).
Vrednosti su bile sledece: muzjaci hranjeni stndardnom hranom (MS), muZjaci na hrani
obogacenoj ribljim brasnom (MRB), muzjaci na hrani obogacenoj mlekom u prahu
(MM): (10,1 £0,7; 6,3 £0,2; 13,0 = 1,5) 1 zenke na stndrdnoj hrani (ZS), zenke na hrani
obogaéenoj ribljim brasnom (ZRB), Zenke na hrani obogaéenoj mlekom u prahu (ZM):

(7,2+0,8;4,4+0,1; 8,1 +0,7).

% Promene telesne mase
14

12

10

MS s ZRB M

Slika 11. Procenat promene telesne mase
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4.2. Analiza hemijskog sastava hrane

Hemijski je analiziran procentualni sadrzaj vlage, proteina, masti, celuloze, skroba,
pepela, Secera, kao i energetska vrednost hrane koju su konzumirale sve tri grupe
zivotinja. Metodom atomske apsorpcione spektrofotometrije (AAS) odreden je sadrzaj
kalcijuma, fosfora, natrijuma, magnezijuma, gvozda i cinka u uzorcima tri razli¢ite vrste
hrane. Te¢nom hromatografijom visokih perfomansi je odredena koncentracija vitamina
A 1 E u razli¢itim vrstama hrane. Sastav masnih kiselina u hrani, odnosno procentualni
sadrZaj pojedinacnih masnih kiselina kao 1 ukupnih (SFA, MUFA, PUFA) u sve tri vrste
hrane, odreden je metodom gasne hromatografije. Analize hemijskog sastava hrane

prikazane su u tabelama 1, 2, 3,41 5.

Tabela 1. Hemijski sastav razlicitih vrsta hrane za pacove

Standardna Hrana obogac¢ena  Hrana obogacena
hrana ribljim braSnom  mlekom u prahu
Vlaga (%) 13,5 7,11 7,22
Proteini (%) 20 21,15 16,35
Masti (%) 4,2 2,42 4,07
Celuloza (%) 8 4,44 3,51
Skrob (%) 38 40,31 36,86
Pepeo (%) 10 5,54 4,16
Energija (KJ/100g) 1100 1128,51 1105,5
Seceri (%) 3,3 1,49 4,43

Tabela 2. Atomska apsorpciona analiza mikroelemenata u razli¢itim vrstama hrane

Standardna Hrana obogacena Hrana obogacena

hrana ribljim braSnom  mlekom u prahu
Kalcijum (%) 1 1,25 0,98
Fosfor (%) 0,5 0,12 0,07
Natrijum (mg/kg) 0,25 0,3242 0,2503
Magnezijum (mg/kg) 1000 1673 1586
Gvozde (mg/kg) 100 126,2 88,12
Cink (mg/kg) 100 35,2 27,11
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Tabela 3. Profili masnih kiselina u razli¢itim vrstama hrane

Masne Standardna hrana Hrana obogacena Hrana obogacena

kiseline (%) ribljim braSnom mlekom u prahu
C6:0 2,769 1,627
C8:0 0,656
C10:0 1,5109
C11:0 0,173
C12:0 0,05 0,0417 1,813
C14:0 0,51 1,5030 6,344
Cl4:1 0,539
C15:0 0,08 0,1846 0,724
C16:0 13,55 15,555 25,36
Cle:1 1,04 1,5731 1,585
C17:0 0,0356 0,543
C17:1 0,092 0,197
C18:0 2,30 3,394 7,028
C18:1n-9 24,95 20,798
C18:1n-9t 1,34
C18:1n-9¢ 21,54
C18:2n-6 49,93 38,955 23,458
C20:0 0,414 0,451
C18:3n-3 1,17 1,434 2,012
C18:3n-6 0,19

C20:1 3,25 1,548

C21:0 3,249 0,33
C20:2 0,13 0,5935 0,036
C20:4n-6 1,00
C22:0 0,2835 0,198
C22:1n-9 1,8511 0,233
C20:3n-3 0,72

C20:3n-6 0,12 0,995
C23:0 0,322 0,289
C24:0 1,38

C20:5n-3 0,06 2,4738

C22:6n-3 0,58 2,928
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Tabela 4. Koncentracije vitamina A i E u razli¢itim vrstama hrane

Standardna Hrana obogac¢ena  Hrana obogacena

hrana ribljim braSnom  mlekom u prahu
Vitamin A (IU/kg) 10 29,86 24,25
Vitamin E (mg/kg) 25 54,96 23,1

Tabela 5. Ukupne SFA, MUFA, PUFA u razli¢itim vrstama hrane

Masne Standardna hrana Hrana obogacena Hrana obogacena

kiseline (%) ribljim braSnom mlekom u prahu
SFA 18,91 27,75 47,05
MUFA 29,24 25,86 25,43
PUFA 52,9 46,38 27,50

4.3. Biohemijski parametri u plazmi pacova tretiranih razli¢itim vrstama hrane

Efekat tri razliCite vrste hrane na aktivnost ALT 1 AST u plazmi pacova, prikazan je na

grafiku 1.

Unos hrane obogacene mlekom u prahu znacajno povecava aktivnost ALT (p < 0,001) 1

AST (p < 0,05) kod muzjaka u odnosu na standardnu hranu. Hrana obogacena ribljim

braSnom nema znacajne efekte na aktivnost ALT 1 AST, kao 1 koncentraciju glukoze

kod oba pola (grafik 1).
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Grafik 1. Aktivnost ALT, AST 1 koncentracija glukoze u plazmi Zenki 1 muZjaka
pacova. Podaci su dati kao srednja vrednost = SD (n=6). Rezultati su testirani
dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) sa faktorima pola (P) 1 hrane (H)
(pokazana je p znacajnost) i Tukey's post hoc testirani. MS-muzjaci na standardnoj
hrani, MRB-muZjaci na hrani obogacenoj ribljim braSnom, MM-muZjaci na hrani
obogac¢enoj mlekom u prahu, ZS-7enke na standardnoj hrani, ZRB-Zenke na hrani
obogaéenoj ribljim brasnom, ZM-Zenke na hrani oboga¢enoj mlekom u prahu.

Koncentracija ukupnog holesterola Ch, LDL 1 HDL holesterola 1 TG u plazmi pacova
prikazana je na grafiku 2. Kod Zenki, hrana obogacena mlekom u prahu povecava
koncentraciju HDL holesterola (p < 0,001) (grafik 2) u odnosu na kontrolu, dok hrana
obogacena ribljim brasnom snizava TG (p < 0,001). Kod muzjaka, oba tipa hrane
snizavaju koncentraciju LDL (p < 0,001) 1 povecavaju koncentraciju HDL (p < 0,001)
holesterola u plazmi u odnosu na standarnu hranu. Hrana obogac¢ena mlekom u prahu
povecava TG kod muzjaka (p < 0,05).

Iz rezultata prikazanih na grafiku 2 proizlazi da svaki ispitivani tip hrane menja sastav
lipida 1 njihov odnos u jetri pacova. Medutim, efekti nisu bili isti za oba pola. Odreden

tip hrane doveo je do razli¢itih promena u sastavu lipida kod razlicitih polova.
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Grafik 2. Koncentrcija holesterola (Ch), LDL holesterola (LDL Ch), HDL holesterola
(HDL Ch) 1 triglicerida (TG) u krvnoj plazmi. Podaci su dati kao srednja vrednost + SD
(n=6). Rezultati su testirani dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) sa faktorima
pola (P) 1 hrane (H) (pokazana je p znaajnost) 1 Tukey's post hoc testirani. *** p <
0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05. MS-muzjaci na standardnoj hrani, MRB-muzjaci na
hrani obogacenoj ribljim braSnom, MM-muzjaci na hrani obogac¢enoj mlekom u prahu,
7S-7enke na standardnoj hrani, ZRB-Zenke na hrani obogaéenoj ribljim brasnom, ZM-
zenke na hrani obogac¢enoj mlekom u prahu.

4.4. Masnokiselinski profil fosfolipida u jetri pacova tretiranih razli¢itim vrstama

hrane

Profil masnih kiselina u fosfolipidima jetre pacova odredivan je nakon zavrSenog
cetvoronedeljnog konzumiranja razli¢itih vrsta hrane. Odredivana je procentualna
zastupljenost pojedinaénih 1 ukupnih zasi¢enih (SFA), mononezasi¢enth (MUFA) i
polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA), kao 1 procenat ukupnih n-3 1 n-6 1 odnos n-

6/n-3.
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4.4.1. Procenat ukupnih SFA, MUFA i PUFA

Procenat ukupnih zasi¢enih (SFA), mononezasi¢enih (MUFA) 1 polinezasi¢enih masnih
kiselina (PUFA) u jetri pacova prikazan je na grafiku 3.

Ishrana menja odnos SFA, MUFA 1 PUFA (grafik 3, ANOVA znacajnost efekta hrane),
ali su efekti polno specifi¢ni. Hrana obogacena mlekom u prahu snizava sadrzaj SFA (p
< 0,05) 1 povecava udeo MUFA (ANOVA efekat hrane, p < 0,001) kod muzjaka
(ANOVA efekat pola p < 0,001, 1 interakcija P x H, p < 0,05), i PUFA, kod Zenki
(ANOVA efekat pola p < 0,05, 1 efekat hrane p < 0,05) u odnosu na standardnu hranu.
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Grafik 3. Procenat ukupnih SFA, MUFA i PUFA u jetri zenki i muzjaka pacova. Podaci
su dati kao srednja vrednost £ SD (n=6). Rezultati su testirani dvofaktorskom analizom
varijanse (ANOVA) sa faktorima pola (P) 1 hrane (H) (pokazana je p znaCajnost) i
Tukey's post hoc testirani. *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05. MS-muzjaci na
standardnoj hrani, MRB-muZjaci na hrani obogacenoj ribljim braSnom, MM-muZjaci na
hrani obogaéenoj mlekom u prahu, ZS-7enke na standardnoj hrani, ZRB-Zenke na hrani
obogaéenoj ribljim brasnom, ZM-Zenke na hrani oboga¢enoj mlekom u prahu.
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4.4.2. Procenat pojedina¢nih masnih kiselina

Procentualna zastupljenost pojedinacnih masnih kiselina u jetri pacova prikazana je na
graficima 4 1 5. Procenat palmitinske (16:0) palmitoleinske (16:1), stearinske (18:0),
oleinske (18:1 n-9), vakcenske (18:1 n-7) i linolne (18:2), prikazan je na grafiku 4.
Procenat dihomo gama linolenske (DGLA, 20:3), arahidonske (AA, 20:4),
eikosapentaenske (EPA, 20:5), dokosatetraenske (DTA, 22:4), dokosapentaenske (DPA,
22:5) 1 dosaheksaenske (DHA, 22:6), prikazan je na grafiku 5.

U fosfolipidima jetre Zenke imaju nizu procentualnu zastupljenost palmitinske,
palmitoleinske 1 oleinske kiseline 1 DGLA kao 1 povecan udeo stearinske kiseline u
odnosu na muzjake (grafici 4 1 5, ANOVA zancajnost efekta pola). Manipulacija tipom
ishrane je dovela do razlicitih promena kod oba pola (ANOVA, efekat P x H, p <
0,001).

Hrana obogacena ribljim braSnom 1 mlekom smanjuje procentualnu zastupljenost
vakcenske (p < 0,001) 1 linolne kiseline (p < 0,001) u fosfolipidima jetre zenki (grafik
4). Kod Zzenki, hrana obogacena mlekom u prahu povecava sadrzaj oleinske kiseline u
fosfolipidima jetre (p < 0,001) (ANOVA znacajnost efekta hrane 1 interakcija P x H,
Tukey’s post hoc t-test).

Sa druge strane, kod muzjaka, hrana obogac¢ena mlekom u prahu podize udeo vakcenske
(p < 0,001) 1 linolne kiseline (p < 0,001) u odnosu na druge dve vrste hrane (grafik 4).
Hrana obogacena mlekom takode sniZava procentualnu zastupljenost stearinske kiseline
u fosfolipidima jetre muZzjaka (p < 0,01) (ANOVA znacajnost efekta hrane i interakcija
P x H, Tukey’s post hoc t-test).

Kod Zenki, hrana obogacena ribljim brasnom i mlekom u prahu povecava sadrzaj
DGLA (p < 0,001) u poredenju sa standardnom hranom (grafik 5). Hrana obogacena
ribljim brasnom snizava sadrzaj AA (p < 0,001) 1 povecava procentualnu zastupljenost
EPA (p <0,001), DPA (p <0,001) i DHA (p < 0,001) u odnosu na standardnu hranu.
Kod istog pola hrana obogac¢ena mlekom povecava sadrzaj AA (p <0,001) i DTA (p <
0,001) u fosfolipidima jetre .

U fosfolipidima jetre muZzjaka, hrana oboga¢ena mlekom sniZava procentualnu

zastupljenost EPA (p <0,01) i DHA (p < 0,001) 1 povec¢ava procentualnu zastupljenost
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DTA (p <0,001) u odnosu na kontrolu (grafik 5). Sa druge strane, kod istog pola hrana

obogacena ribljim brasnom povecava samo udeo DHA u fosfolipidima jetre (p < 0,001)

u odnosu na standarnu hranu (p < 0,001).
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Grafik 4. Procenat palmitinske kiseline (16:0), palmitoleinske (16:1), stearinske (18:0),
oleinske (18:1 n-9), vakcenske (18:1 n-7) 1 linolne (18:2) u jetri Zzenki 1 muzjaka pacova.
Podaci su dati kao srednja vrednost £ SD (n=6). Rezultati su testirani dvofaktorskom
analizom varijanse (ANOVA) sa faktorima pola (P) 1 hrane (H) (pokazana je p
znacajnost) 1 Tukey's post hoc testirani. *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05. MS-
muzjaci na standardnoj hrani, MRB-muZjaci na hrani obogacenoj ribljim brasnom, MM-
muZjaci na hrani obogaéenoj mlekom u prahu, ZS-Zenke na standardnoj hrani, ZRB-
7enke na hrani obogacenoj ribljim bragnom, ZM-Zenke na hrani obogaéenoj mlekom u

prahu.
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Grafik 5. Procenat DGLA (20:3), AA (20:4), EPA (20:5), DTA (22:4), DPA (22:5) i
DHA (22:6) u jetri Zenki 1 muZjaka pacova. Rezultati su testirani dvofaktorskom
analizom varijanse (ANOVA) sa faktorima pola (P) 1 hrane (H) (pokazana je p
znacajnost) 1 Tukey's post hoc testirani. *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05. MS-
muzjaci na standardnoj hrani, MRB-muZjaci na hrani obogacenoj ribljim brasnom, MM-
muZjaci na hrani obogaéenoj mlekom u prahu, ZS-Zenke na standardnoj hrani, ZRB-
zenke na hrani obogacenoj ribljim bragnom, ZM-Zenke na hrani obogaéenoj mlekom u
prahu.

4.4.3. Procentualna zastupljenost ukupnih n-3 i n-6 i odnos n-6/n-3 u jetri

Procenat ukupnih n-3 i n-6, kao 1 odnosa n-6/n-3 u jetri pacova prikazan je na grafiku 6.
Hrana obogacena mlekom u prahu smanjuje procenat ukupnih n-3 (p < 0,001), 1
povecava procenat ukupnih n-6 (p < 0,001) 1 odnos n-6/n-3 (p < 0,001) kod muzjaka u
odnosu na druge vrste hrane. S druge strane, kod Zenki, hrana obogacena ribljim
braSnom povecava procenat ukupnih n-3 (p < 0,001), smanjuje procenat ukupnih n-6 (p
< 0,001) 1 odnos n-6/n-3 (p < 0,001) u poredenju sa standardnom i hranom koja je
obogacena mlekom (grafik 6, ANOVA efekat hrane, p < 0,001, P x H efekat, p < 0,001,
Tukey’s post hoc).
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Grafik 6. Procenat ukupnih n-3, n-6 i1 odnosa (n-6/n-3) masnih kiselina u jetri Zenki i
muzjaka pacova. Podaci su dati kao srednja vrednost + SD (n=6). Rezultati su testirani
dvofaktorskom analizom varijanse (ANOVA) sa faktorima pola (P) 1 hrane (H)
(pokazana je p znacajnost) 1 Tukey's post hoc testirani. *** p <0,001, ** p <0,01, * p <
0,05. MS-muZjaci na standardnoj hrani, MRB-muZjaci na hrani obogacenoj ribljim
brasnom, MM-muZjaci na hrani obogaéenoj mlekom u prahu, ZS-Zenke na standardnoj
hrani, ZRB-Zenke na hrani obogaéenoj ribljim bragnom, ZM-Zenke na hrani obogaéenoj
mlekom u prahu.

4.4.4. Procenjene aktivnosti desaturaza 5, 6i 9 i elongaze 6

Aktivnost desaturaza 5, 6 1 9 1 elongaze 6 u jetrama pacova prikazane su na grafiku 7.

Dvofaktorska analiza varijanse (ANOVA) pokazuje da je aktivnost desaturaze 9 veca
kod muzjaka nego kod zenki (efekat pola ANOVA, p <0,001) (grafik 7). Kod Zivotinja
oba pola hranjenih hranom oboga¢enom mlekom u prahu, njena aktivnost je povecana u
poredenju sa drugim grupama (efekat hrane ANOVA, p < 0,001). Tip hrane menja
aktivnost desaturaze 9 ispod nivoa znacajnosti, uglavnom kod Zenki hranjenih hranom
oboga¢enom mlekom u prahu, odnosno ribljim braSnom u poredenju sa standardnom

hranom. Sa druge strane, Zenke imaju viSu aktivnost desaturaze 5 u poredenju sa
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muzjacima (efekat pola ANOVA, p < 0,001), kada su hranjene standardnom 1 hranom
oboga¢enom mlekom u prahu (efekat hrane, p < 0,001 1 P x H efekat, p < 0,001).

Unos hrane razli¢itog hemijskog sastava nije menjao aktivnost desaturaze 6 kod
muzjaka, ali je uticao na njenu aktivnost kod Zzenki (efekat hrane ANOVA, p < 0,001,
interakcija P x H, p < 0,001). Zenke hranjene standardnom hranom imaju najnizu
aktivnost desaturaze 6 (pos hoc Tukey’s, p <0,001), ali hrana oboga¢ena mlekom, kao 1
hrana obogacenom ribljim braSnom povecava njenu aktivnost skoro do vrednsoti
izmerenih kod muZjaka. Zenke imaju znagajno visu aktivnost elongaze 6 u poredenju sa
muzjacima (efekat pola ANOVA, p <0,001). Nema znacajnog efekta hrane na ativnost

elongaze 6 u ispitivanim grupama.
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Grafik 7. Procenjene aktivnosti desaturaza 5, 6 1 9 1 elongaze 6 u jetrama pacova oba
pola. Podaci su dati kao srednja vrednost £ SD. Rezultati su testirani dvofaktorskom
analizom varijanse (ANOVA) sa faktorima pola (P) 1 hrane (H) (pokazana je vrednost F
1 p znacajnost) 1 Tukey's post hoc testirani. *** p < 0,001, ** p < 0,01, * p < 0,05. MS-
muzjaci na standardnoj hrani, MRB-muZjaci na hrani obogacenoj ribljim brasnom, MM-
muZjaci na hrani obogaéenoj mlekom u prahu, ZS-Zenke na standardnoj hrani, ZRB-
7enke na hrani obogacenoj ribljim bragnom, ZM-Zenke na hrani obogaéenoj mlekom u
prahu.
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4.5. Kanonijska diskriminaciona analiza sastava masnih kiselina

Buduc¢i da tip ishrane bitno menja procenatualnu zastupljenost individualnih masnih
kiselina u ukupnom profilu masnih kiselina, znafaj ovih promena testiran je
kanonijskom diskriminacionom analizom. Kanonijska diskriminaciona analiza poredi
ukupni sastav masnih kiselina 1 individualni odnos wvarijabli 1 kanonijskom
diskriminacionom funkcijom procenjuje znacaj posmatranih razlika u ukupnom zbiru
masnih kiselina i njthovim odnosima.

Kanonijska diskriminaciona analiza je pokazala, na osnovu procenjenog ukupnog zbira
masnih kiselina u fosfolipidima jetre, da su masne kiseline koje su najviSe doprinele
razlici izmedu pojedinih grupa: palmitinska kiselina (p < 0,01), oleinska kiselina (p <
0,05), DGLA (p <0,01), AA (p <0,01), EPA (p <0,001), DTA (p <0,001), DPA (p <
0,05) 1 DHA (p <0,01), §to je prikazano na graficima 8 1 9.
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Grafik 8. Kanonijska diskriminaciona analiza sastava SFA 1 MUFA kod muZjaka 1 Zenki
pacova. Podaci su izraZeni kao srednja vrednost kanonijskih varijabli + SD. MS-muzjaci
na standardnoj hrani, MRB-muZjaci na hrani obogacenoj ribljim braSnom, MM-muzjaci
na hrani obogac¢enoj mlekom u prahu, ZS-7enke na standardnoj hrani, ZRB-7enke na

hrani obogaéenoj ribljim brasnom, ZM-Zenke na hrani obogaéenoj mlekom u prahu.
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Za dalje analize, masne kiseline su podeljene na: 1) SFA 1 MUFA, 1 2) PUFA. Kada su
SFA 1 MUFA razmotrene (grafik 8), razlici u sastavu doprinele su sve analizirane masne
kiseline. Analizirane grupe su znacajno udaljene u kanonijskom prostoru osim MS i
MRB. To znaci da dva ispitivana tipa hrane nisu znacajno uticala na razliku u pogledu
sastava masnih kiselina muzjaka pacova. Nadalje, sastav masnih kiselina u
fosfolipidima jetre Zenki razlikuje se od masnokiselinskog profila muZjaka. Sli¢ni
rezultati su dobijeni kada su PUFA uzete u obzir, iako razlika izmedu muzjaka 1 Zenki

nije toliko ocigledna u pogledu polozaja u kanonijskom prostoru (grafik 9).
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Grafik 9. Kanonijska diskriminaciona analiza sastava PUFA kod muzjaka 1 Zenki
pacova. Podaci su izraZeni kao srednja vrednost kanonijskih varijabli + SD. MS-muzjaci
na standardnoj hrani, MRB-muZjaci na hrani obogacenoj ribljim braSnom, MM-muzjaci
na hrani obogac¢enoj mlekom u prahu, ZS-7enke na standardnoj hrani, ZRB-7enke na
hrani obogaéenoj ribljim brasnom, ZM-Zenke na hrani obogaéenoj mlekom u prahu.

55



Rezultati

4.6. Koncentracija tiobarbiturna kiselina reagujucih supstanci (TBARS) u

homogenatima jetre

Uticaj razli¢itih vrsta hrane na koncentraciju TBARS u homogenatima jetre pacova
prikazan je na grafiku 10. Uprkos nesto nizim vrednostima TBARS u grupi koja je
hranjena hranom obogac¢enom mlekom u prahu (0,88 = 0,23 nmol/mg), nisu
detektovane statisticki znaCajne razlike u poredenju sa drugim grupama (kontrolna
grupa: 1 + 0,08 nmol/mg; hrana obogacena ribljim brasnom: 1,13 + 0,15 nmol/mg).
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Grafik 10. Koncentracija tiobarbiturna kiselina reagujuc¢ih supstanci (TBARS) u
homogenatima jetre pacova. Podaci su prikazani kao srednja vrednost = SD. ZS-Zenke
na standardnoj hrani, ZRB-Zenke na hrani obogaéenoj ribljim brasnom, ZM-zenke na
hrani obogacenoj mlekom u prahu

4.7. Aktivnosti antioksidativnih enzima u homogenatima jetre

Rezultati odredivanja aktivnosti antiokisdativnih enzima SOD, GPx i CAT predstavljeni
su na grafiku 11. Kao §to je prikazano, uocene su znacajno vece aktivnosti GPx (3,52 +
0,73 U/mg) 1 CAT (147,25 + 15,93 U/mg) u tkivima pacova koji su hranjeni hranom
obogac¢enom ribljim brasnom (ZRB) u odnosu na kontrolnu (ZS) (GPx: 1,93 + 0,11
U/mg, p < 0,001; CAT: 99,37 = 10,03 U/mg, p < 0,05) 1 grupu hranjenu hranom
oboga¢enom mlekom u prahu (ZM) (GPx: 1,72 £ 0,52 U/mg, p < 0,001; CAT: 104,18 +
37,49 U/mg, p < 0,05).
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U slucaju SOD, nisu uoCene znacajne razlike u aktivnosti ovog enzima izmedu grupa (p
= 0,093). Takode, aktivnosti antioksidatvinih enzima u tkivima pacova hranjenih
hranom oboga¢enom mlekom u prahu nisu se znacajno razlikovale u odnosu na

aktivnosti enzima u kontrolnoj grupi.
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Grafik 11. Aktivnosti enzima superoksid-dismutaze (SOD), glutation-perokisdaze
(GPx) 1 katalaze (CAT) u homogenatima jetre pacova. Za SOD podaci su prikazani kao
medijana 1 interkvartalni interval, a za GPx 1 CAT kao srednja vrednost = SD. * p <
0,05; *** p < 0,001. ZS-7enke na standardnoj hrani, ZRB-Zenke na hrani obogaéenoj
ribljim bra§nom, ZM-Zenke na hrani obogaéenoj mlekom u prahu.
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4.8. Korelacije medu merenim parametrima oksidativnog stresa

Osim parametara oksidativnog stresa, analizirane su i1 korelacije ovih parametara u

pojedinanim grupama. Ovi rezultati prikazani su u tabeli 6 1 na slici 12.

Tabela 6. Korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa

M
Parameteri r P vrednost
TBARS/GPx 0,811 0,014
TBARS/CAT 0,980 <0,001
TBARS/SOD 0,681 0,062
GPx/CAT 0,795 0,018
GPx/SOD 0,668 0,070
CAT/SOD 0,670 0,069

7S
Parameteri r P vrednost
GPx/CAT 0,816 0,047

r- Pirsonov korelacioni koeficijent; 7S-7enke na standardnoj hrani; ZM-Zenke na hrani
obogacenoj mlekom u prahu.

Vecina znacajnih korelacija uoCena je u grupi Zivotinja koje su hranjene hranom
obogacenom mlekom u prahu. Preciznije, u ovoj grupi Zivotinja, koncentracija TBARS
je bila u pozitivnoj korelaciji sa aktivnostima svih analiziranih enzima, iako korelacija
nije bila znacajna u slucaju SOD (p = 0,06). Pored toga, pronadena je znaCajna
korelacija izmedu aktivnosti GPx 1 CAT (p = 0,018; r = 0,795), dok je aktivnost SOD
bila u pozitivnoj korelaciji i sa aktivnoS¢u GPx i aktivno$¢u CAT, iako ne statisticki
znacajno. Dodatno, u kontrolnoj grupi uocena je statisticki znacajna korelacija izmedu

GPx 1 CAT aktivnosti (p = 0,047).
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Slika 12. Korelacije izmedu parametara oksidativnog stresa. r-Pirsonov korelacioni
koeficijent; ZS-Zenke na standardnoj hrani; ZM-Zenke na hrani obogacenoj mlekom u

prahu.
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5. DISKUSIJA

Istrazivanja su pokazala da ishrana uti¢e na promenu profila masnih kiselina u
cirkulaciji 1 tkivima, kao 1 na metabolizam MK u razli¢itim tkivima. Razli¢ita hrana
utiCe na sastav masnih kiselina, posebno PL kao glavnih konstituenata celijskih
membrana. U ovom istrazivanju je pokazano da razli¢ite hrane (obogacena ribljim
braSnom 1 mlekom u prahu), povecavaju stepen nezasi¢enosti masnih kiselina
fosfolipida u membranama, ¢ime pozitivno uti€u na fluidnost membrana. Odgovarajuci
odnos izmedu ukupnih n-6 i1 n-3 MK u ishrani je vazan zbog njihove kompetitivne
prirode. Enzimi, desaturaze 1 elongaze ne prave razliku izmedu n-3 i n-6 PUFA, kao
supstrata koje sintetiSu. PoSto masne kiseline n-6 1 n-3 serije dele isti niz enzima, postoji
kompeticija izmedu ove dve familije masnih kiselina, te povecanje jedne izaziva
znaCajan pad u konverziji druge grupe (17). Povecan unos ribljeg mesa bogatog
mastima ili uzimanje suplemenata ribljeg ulja dokazano je da povecava koncentracije
EPA 1 DHA u plazmi i tkivima kod ljudi, Sto je povezano sa korisnim efektima na
zdravlje. Utvrdena svojstva n-3 PUFA su njihovo antiinflamatorno dejstvo 1 snizavanje
triglicerida (171). U poredenju sa omega-3 masnim kiselinama, literaturni podaci o
intervencijama sa mlekom su daleko oskudniji. Mleko je jedna od najvaznijih namirnica
u ishrani mladunaca sisara, jer je to prvi oblik hrane koja obezbeduje energiju 1 hranljive
materije. Mnoga istrazivanja su pokazala da mleko sa brojnim bioloski aktivnim
sastojcima, kao Sto su oligosaharidi 1 lipidi, imunoglobulini, antibakterijski peptidi,
antimikrobni proteini, §titi novorodencad 1 odrasle od uzro¢nika bolesti. U poslednjih
nekoliko godina, lipidi iz mleka su privukli paZnju istrazivaca zbog prisustva razli¢itih
bioaktivnih komponenti (172). Lipidna frakcija mleka 1 mleénih proizvoda sadrzi
nekoliko nutritivno zna€ajnih komponenti, kao $to su n-3 1 n-6 PUFA, konjugovana LA,
MK kratkih lanaca, gangliozidi 1 PL (172). Ishrana na bazi mle¢nih masti ima dva
znaCajna doprinosa, jer povecava ukupan sadrzaj zasi¢enih masnih kiselina (SFA) i
snizava sadrzaj PUFA u masnokiselinskom profilu fosfolipida plazme 1 tkiva pacova
(173). Ovim istazivanjem smo pokazali da 1 hrana obogacena mlekom u prahu ima
povoljan uticaj na profil lipida u plazmi 1 jetri, obzirom na razli¢it masnokiselinski

sastav u odnosu na hranu obogacenu ribljim braSnom.
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U ovom radu, poredenjem analiziranih masnokiselinskih sastava razli¢itih vrsta hrane,
smo pokazali razliitu procentualnu zastupljenost zasi¢enih, mononezasi¢enih 1
polinezas¢enih masnih kiselina. U skladu sa tim, hrana obogac¢ena mlekom u prahu
obiluje zasi¢enim kratkolan¢anim i srednjelan€anim masnim kiselinama (SFA), ali i
dugolanc¢anim od kojih su najzastupljenije palmitinska (16:0) 1 stearinska kiselina
(18:0). Zatim, slede mononezasi¢cene (MUFA), medu kojima je najzastupljenija oleinska
kiselina (18:1 n-9). Predominantne PUFA u hrani obogacenoj mlekom u prahu su
linolna (18:2 n-6) 1 alfa linoleinska kiselina (18:3 n-3). Ovo potvrduju i rezultati drugih
studija (174). Takode je primetno nizi sadrzaj SFA u standardnoj i hrani obogacenoj
ribljim brasnom, u odnosu na hranu obogac¢enu mlekom u prahu. U sve tri vrste hrane
primecuje se visoka procentualna zastupljenost linolne kiseline. Suprotno, analiza
masnokiselinskog sastava hrane obogacene ribljim brasnom je pokazala da ova vrsta
hrane ima visok sadrzaj PUFA, kao $to su EPA 1 DHA, koje nisu prisutne u hrani
obogacenoj mlekom u prahu, a u standardnoj hrani su zastupljene u veoma niskom
procentu. Poznato je da su dugolancane n-3 PUFA (EPA 1 DHA) zastupljene u masnoj
ribi 1 preparatima ribljeg ulja (175).

Aspartat transaminaza (AST) 1 alanin transaminaza (ALT) su dva enzima koja se nalaze
u jetri (176). AST je prisutan 1 u mitohondrijama i u citoplazmi ¢elija jetre, dok se ALT
nalazi samo u citoplazmi. Medutim, treba napomenuti da se ALT ceS¢e koristi kao
marker oStecenja jetre ili promena na jetri, dok se aktivnost AST takode moZe povecati
kao rezultat nedostatka ili bolesti u drugim organima (177). Nasi rezultati pokazuju da
hrana obogacena ribljim braSnom nije imala efekte na aktivnost ALT 1 AST kod Zenki 1
muZjaka, u odnosu na standardnu hranu. Sto se ti¢e hrane obogacene ribljim bragnom,
nasi rezultati su u skladu sa rezultatima Popovic i sar. (178), koji su pokazali da tretman
ribljim uljem nije promenio ALT 1 AST aktivnosti kod muZzjaka Wistar pacova tokom
Sest nedelja. U skladu sa naSim rezultatima, su 1 rezultati drugih istrazivaca, bez
pronadenih efekata na aktivnost ovih enzima kod zdravih albino Zenki pacova tretiranih
kravljim 1 kamiljim mlekom (179). Sa druge strane unos hrane obogac¢ene mlekom u
prahu znacajno povecava aktivnost ALT 1 AST kod muZjaka u odnosu na standardnu
hranu. Hrana obogacéena ribljim brasnom 1 pol nisu dali efekat na aktivnost enzima
jetre. Povecanje aktivnosti ALT 1 AST enzima kod muzjaka moze biti posledica

adaptacije na promenu hrane.
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Holesterol (Ch) je najrasprostranjeniji steroid u organizmu. Znacajan je za normalno
funkcionisanje svake celije, jer je jedan od strukturnih elemenata svih membrana.
Trigliceridi (TG) su estri trohidroksilnog alkohola glicerola 1 masnih kiselina. U
trigliceridima najée$¢e je esterifikovana oleinska kiselina. Stetni efekti Ch i TG se
ispoljavaju ukoliko dode do hronicnog povecanja njihove koncentracije u krvi.
Transport lipida izmedu pojedinih tkiva 1 organa omogucavaju lipoproteini. Rezultati
ove studije pokazuju da kod zenki, hrana oboga¢ena mlekom u prahu povecava
koncentraciju HDL holesterola u plazmi, u odnosu na kontrolu, dok hrana obogacena
ribljim brasnom snizava koncentraciju TG. U plazmi muzjaka, oba tipa hrane snizavaju
koncentraciju LDL holesterola i povecavaju koncentraciju HDL holesterola u odnosu na
standarnu hranu. Kod Wistar pacova tretman ribljim uljem je smanjio koncentraciju
triglicerida 1 LDL holesterola u plazmi i povecao koncentraciju HDL holesterola, §to je
u skladu sa naSim rezultatima (178). Berge 1 sar. (180) su u svojoj in vitro studiji
pokazali da EPA sniZzava koncentraciju TG u plazmi viSe nego DHA. U ovom
istrazivanju nismo pokazali uticaj razlicite hrane na koncentraciju ukupnog holesterola,
ali postoje studije koje govore u prilog hipoholesterolemi¢nom efektu n-3 PUFA i
mleka. Pacovi tretirani estrima EPA 1 DHA tokom tri meseca imali su na kraju studije
smanjenu koncentraciju holesterola u plazmi. Inhibicija 3-hidroksi-3-metilglutaril-CoA
(HMG-CoA)  aktivnosti kod DHA-EE tretiranth pacova moZe imati
hipoholesterolemicni efekat (181). Alabdulkarim B. (179) je otkrio smanjenje
koncentracije ukupnog holesterola 1 triglicerida u serumu pacova hranjenth 100%
kravljim mlekom. Tendencija smanjenja serumskih TG, sa prate¢im povecanjem HDL 1
smanjenjem odnosa LDL/HDL je takode pronadena kod zdravih ljudi hranjenih
kravljim mlekom, ali samo kada je sadrzaj mlecne masti modifikovan ka nizim SFA i
vi§im nezasi¢enim masnim kiselinama. Postoje studije koje identifikuju mle¢ne masti
kao potencijalne podizace-holesterola, uglavnom zbog SFA 1 holesterola u njithovom
sadrzaju (182). U studiji Bar Yamin 1 sar., je pokazano da u grupi koja je konzumirala
punomasno mleko doslo je do povecanja telesne mase 1 kalorijskog unosa. U grupi koja
je konzumirala mleko niske masnoce holesterol, HDL-holesterol, trigliceridi, leptin,
grelin, insulin, kortikosteron 1 glukagon nisu znacajno razli¢iti u odnosu na kontrolnu
grupu. Nasuprot tome, u grupi sa punomasnim mlekom, holesterol, HDL-holesterol,

trigliceridi 1 glukagon su visoki u poredenju sa kontrolnom grupom (183). U studiji
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JaeHee Kim 1 sar., pokazano je da mleko 1 mle¢ni proizvodi kao dobar izvor kalcijuma,
imaju pozitivnu ulogu u lipidnim profilima kod pacijenata sa dijabetesom tipa 2. Nivo
serumskog HDL-holesterola je bio znacajno ve¢i kod osoba koje su konzumirale > 200
g/dan mleka 1 mle¢nih proizvoda nego kod osoba u druge dve grupe, koje su
konzumirale manju koli¢inu istih proizvoda (184). Prema naSim saznanjima ne postoji
dovoljno podataka iz literature za Zenke Wistar pacova koji se odnose na profil lipida u
krvi nakon tretmana mlekom. Rezultati ove studije ukazuju da su oba tipa hrane
(obogacena ribljim brasnom 1 mlekom u prahu) uticala na povecanje koncentracije HDL
kod oba pola, nezavisno od startnih razlika. Takode, oba tipa hrane su imala pozitivan
efekat na profil lipida plazme, kod muzjaka jer snizavaju koncentraciju LDL. Dodatno,
kod zenki hrana obogacena ribljim braSnom snizava TG.

Fluidnost celijske mambrane zavisi od profila masnih kiselina u fosfolipidima, kao i
duzine 1 nezasi¢enosti MK. Veca zastupljenost SFA u ¢elijskim membranama smanjuje
njihovu fluidnost (77). Hrana uti¢e na profil masnih kiselina u membranama 1 funkciju
membranskih proteina (185). Razli¢ita procentualna zastupljenost masnih kiselina u
hrani uticala je na promenu sastava masnih kiselina fosfolipida u jetri.

Rezultati dobijeni u ovom radu pokazuju da svaki od primenjenih tipova hrane menja
sastav MK u fosfolipidima 1 njihov odnos u jetri pacova, kao i1 da efekti nisu bili isti za
oba pola. Pojedinac¢ne vrste hrane dovele su do razli¢itih promena u sastavu MK u
fosfolipidima jetre kod razli¢itih polova. Rezultati ovog rada pokazuju da ishrana menja
odnos ukupnih SFA, MUFA i PUFA, ali i da su efekti polno specificni. U ovoj studiji je
pokazano da hrana obogacena mlekom u prahu u fosfolipidima jetre snizava sadrzaj
SFA, povecava udeo MUFA kod muzjaka i PUFA kod Zenki, u odnosu na standardnu
hranu. Razmatraju¢i SFA Zenke imaju nizi sadrzaj PA (16:0), ali povecan sadrzaj SA
(18:0) u odnosu na muzjake. U skladu sa naSim rezultatima Zenke pacova su imale nize
koncentracije 16:0, a povecanu 18:0 u PL jetre u poredenju sa muzjacima (186).
Takode, na$ rezultat pokazuje da su Zenke imale znacajno viSu vrednost procenjene
aktivnosti elongaze 6 u odnosu na muzjake, Sto je dosledno literaturnim podacima.
Naime, Marks 1 sar., navode da zenke imaju povecanu ekspresiju jetrine elongaze 6 u
odnosu na muzjake, koja je izgleda posredovana polnim hormonima, a §to je povezano
sa polnim razlikama u sastavu MUFA. Kao posledica toga koncentracija PA je bila niza,

a koncentracija SA je bila visa u PL jetre kod Zenki pacova u poredenju sa muzjacima.
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Takode, Marks 1 sar., su pokazali da tretman progesteronom i 17b-estradiolom
povecava, dok testosteron smanjuje aktivost elongaze 6 (186). UopSteno, rezultat ovog
istrazivanja pokazuje da primenjene hrane (obogacena ribljim brasnom i mlekom u
prahu) povecavaju stepen nezasi¢enosti masnih kiselina fosfolipida u membranama.
Ujedno, time pozitivno uti¢u na fluidnost membrana.

Polne razlike u ekspresiji elongaze 6 1 dokaz da je njena ekspresija regulisana
estradiolom moze imati implikacije na zdravlje ljudi 1 progresiju gojaznosti (186). Nasi
rezultati su pokazali da je kod muZzjaka pacova hrana obogacena mlekom u prahu
smanjila procenat SFA, uglavnom zbog smanjenja SA (18:0). Isti rezultat je zabelezen u
interventnoj studiji na zdravim muSkarcima, gde je ishrana obogacena visoko zasi¢enim
MK u mleénim mastima izmenila zastupljenost svih merenth SFA u membranama
eritrocita, a samo je SA bila znatno niza (187). RazliCite studije su pokazale da dolazi
do pomeranja ka nizoj 18:0, a visim 16:0, 16:1 n-7, 18:1 n-7, 18:1 n-9 kod muzjaka u
odnosu na zenke (68, 69). Povecane koncentracije n-7 familije MUFA kod muzjaka
takode mogu biti povezane sa smanjenom ekspresijom elongaze 6 kod muzjaka kao 1
vi§im koncentracijama 16:0 1 nizim 18:0 Sto moze rezultirati u ve¢em broju desaturacija
16:0 nego elongacija (111, 114). Elongaza 5 je obi¢no ukljucena u elongaciju PUFA, ali
je takode poznato da ima afinitet za elongaciju 16:1 n-7 i viSa ekspresija iRNK za
elongazu 5 moZze biti objaSnjenje za povecane nivoe n-7 MUFA primecene kod
muzjaka. Marks 1 sar., su pretpostavili da muzjaci imaju vecu ekspresiju SCDI1 i
posledi¢no vece koncentracije MUFA u krvi 1 jetri nego Zzenke (186). Nasi rezultati su
pokazali da je aktivnost desaturaze 9 generalno vec¢a kod muzjaka nego kod Zenki. Ovo
je u skladu sa rezultatima koji pre dijetarne intervencije pokazuju da Zenke pacova
imaju znacajno niZi procenat palmitoleinske (16:1 n-7) 1 oleinske (18:1 n-9) MUFA.
Sliéno tome, Marks 1 sar. (186) su pokazali da Zenke imaju znacajno niZe koncentracije
MUFA u PL jetre 1 plazme Sto se moze u velikoj meri pripisati razlikama u
koncentracijama OA, ali Zenke takode pokazuju nizu palmitoleinsku kiselinu u
fosfolipidima plazme kao 1 nizu VA (18:1 n-7) u fosfolipidima jetre. U naSoj studiji,
kod Zenki hrana obogac¢ena mlekom u prahu podize sadrzaj OA, dok kod muzjaka ista
hrana podize ukupne MUFA. U studiji Poppitt i sar. (187) ishrana obogacena visoko
nezasi¢enim MK u mle¢nim mastima podize MUFA OA (18:1 n-9), §to je u skladu sa

naSim rezultatima. Osim toga, nivo OA u krvi 1 tkivu viSe zavisi od endogenog
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metabolizma nego od unosa hranom (188). Mnogi geni uklju€eni u biosintezu masnih
kiselina, ukljuc¢uju¢i SCDI1 1 elongazu 6 su snazno regulisani gladovanjem i1 ponovnom
ishranom. Glavni enzimski sistem koji reguliSe nivo oleinske kiseline je delta 9
desturaza, 1 njena aktinvost zavisi od slede¢ih faktora: dijetarnih (unosa ugljenih
hidrata), hormonskih (insulin) i nacina Zivota (fizicka aktivnost). Ishrana bogata
ugljenim hidratima 1 ishrana siromaSna mastima moze dovesti do povecanog uticaja
endogene sinteze masnih kiselina na sastav MK u tkivima (186). Konkretno,
proizvodnja palmitata je povecana Sto rezultira pove¢anom ugradnjom palmitata u lipide
tkiva 1 povecanoj desaturaciji palmitata pomoc¢u SCD1 uz nastajanje n-7 masnih
kiselina. Sadrzaj n-7 masnih kiselina u slozenim lipidima raste sa potencijalnim
smanjenjem masnih kiselina dobijenih iskljucivo iz ishrane (186).

Eksperimentalni dokazi ukazuju da hepati¢na de novo lipogeneza utice na homeostazu
insulina putem sinteze zasi¢enih 1 mononezasi¢enih masnih kiselina. Unos SFA i1
MUFA hranom nije povezan sa rizikom od dijabetesa. Pokazano je kod Zivotinja i in
vitro modela da glavna SFA-palmitinska kiselina indukuje inflamaciju, stres
endoplazmati¢nog retikuluma 1 insulinsku rezistenciju. Sli¢no, stearinska kiselina moze
podstaci gojaznost 1 insulinsku rezistenciju. Suprotno, oleinska kiselina moZze spreciti
palmitatom-izazvana metabolicka oSte¢enja (189). Hrana obogacena mlekom u prahu,
podize procentualni sadrZzaj OA kod Zenki 1 procenat ukupnih MUFA kod muzjaka i
time moze da deluje protektivno. Konkretno, eksperimentalna 1 klinicka ispitivanja su
pokazala da OA dovodi do snizavanja ukupnog i LDL holesterola, kao 1 do porasta
HDL holesterola (190). Takode, smanjuje oksidaciju LDL cestica, delujuci tako na
izvestan nacin 1 kao antioksidativno sredstvo (191). Osim toga, kao jedinjenje
membranskih fosfolipida, oleinska kiselina povecava fluidnost 1 transport kroz
membranu.

U poredenju sa palmitinskom i stearinskom kiselinom, relativno malo se zna o
metabolickim efektima vakcenske kiseline (VA). Nasi rezultati pokazuju da obe vrste
hrane (obogacena ribljim brasnom, odnosno mlekom u prahu) smanjuju procenat VA u
fosfolipidima jetre kod Zenki, dok kod muzjaka hrana obogacena mlekom u prahu
podize sadrzaj VA. FizioloSka uloga VA tek treba da bude rasvetljena.

Skorasnje studije su pokazale da VA moze predstavljati potencijalni marker nekih

oboljenja kao S$to je hroni¢na bolest bubrega, hipertenzija ili sr€ana insuficijencija (192).
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Ma 1 sar., (189) su pokazali da je VA u pozitivnoj korelaciji sa manjim rizikom od
dijabetesa, za razliku od palmitinske 1 stearinske kiseline. Eksperimentalni dokazi
sugeriSu da VA moze da posreduje u supresiji hepaticne glukoneogenetske ekspresije
gena 1 poboljsa metabolizam glukoze (193). Elongaza 5 je glavni enzim za endogenu
sintezu VA 1z palmitoleinske kiseline (193).

Prema naSim rezultatima, Zenke pacova su imale nizi udeo DGLA (20:3 n-6) u
fosfolipidima jetre nego muzjaci na pocetku studije. Niza procentualna zastupljenost
DGLA u fosfolipidima jetre Zenki pacova je u saglasnosti sa rezultatima Onozato 1 sar.,
(194), koji ukazuju da mogu postojati polno-zasnovane razlike u proizvodnji ili
metabolickim procesima y-linolenske kiseline (GLA, 18:3 n-6) 1 DGLA (20:3 n-6) kod
ljudi. Na osnovu nasih rezultata, kod zenki, hrana obogacena ribljim brasnom i hrana
obogacena mlekom u prahu povecavaju sadrzaj DGLA u odnosu na standardnu hranu.
Zenke hranjene standardnom hranom imaju najnizu aktivnost desaturaze 6, ali unos
hrane obogacene ribljim brasnom 1 mlekom u prahu povecavao je njenu aktivnost skoro
dijetetskih pristupa fokusiran je na raznolikoj funkciji DGLA (masna kiselina n-6 serije)
kod antiinflamatornih i antiproliferativnih bolesti (195). DGLA je n-6 PUFA sa 20
ugljenikovih atoma, koja se in vivo sintetiSe iz linolne kiseline, a zatim 1 metaboliSe u
razli¢itim tkivima delta 6 desaturazom do GLA, koja se brzo elongira u DGLA. DGLA
moze biti konvertovana u AA, drugu n-6 PUFA sa 20 ugljenikovih atoma, dejstvom
delta 5 desaturaze (195). Samo odredena koli¢ina DGLA se konvertuje u AA, zbog
ogranicene aktivnosti delta 5 desaturaze kod glodara 1 ljudi (196). Ovi podaci pokazuju
da se u mnogim tipovima cCelija, DGLA proizvod elongacije GLA, ali ne AA, akumulira
posle suplementacije sa GLA. Povecanje DGLA u odnosu na AA moZe da ublazi
biosintezu metabolita AA, tj. PG serije-2, LT serije-4 i faktora aktivacije trombocita
(eng. platelet-activating factor, PAF) 1 ispoljava antiinflamatorno dejstvo kod ljudi
(196). Istrazivanja su potvrdila da je smanjen kapacitet konvertovanja LA u DGLA
povezan sa razli¢itim fizioloskim 1 patofizioloSkim stanjima, ukljucujuéi starenje,
dijabetes, alkoholizam, atopijski dermatitis, reumatoidni artritis, rak i kardiovaskularna
oboljenja (197). Promene u sadrzaju MK u ishrani mogu dovesti do modulacije funkcije
membranskih receptora, interakcije izmedu celija, aktivnosti pojedinih enzima, ¢elijske

signalizacije 1 proizvodnje eikozanoida (198). DGLA 1 AA su supstrati COX enzima.
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Kroz niz slobodno radikalskih reakcija, COX metaboliSe ETA 1 AA da formiraju
razlicite bioloski aktivne metabolite, prostaglandine serije 1 1 2 (PG1 1 PG2). Za razliku
od PG2, koje se generalno smatraju proinflamatornim, PG1 wustvari poseduju
antiinflamatorne 1 antikancerogene aktivnosti (199). PGEI, jedan oblik PG1, moze da
inhibira proliferaciju glatkih miSi¢nih cCelija krvnih sudova, smanji vaskularnu adheziju
¢elija 1 ublazi razvoj ateroskleroze (200). Literaturni podaci ukazuju na to da bi visi
udeo DGLA u fosfolipidima plazme mogao biti koristan za zdravlje ljudi. Naime,
DGLA moze biti konvertovana u prostaglandine iz serije-1 (PGE1) koji posreduju u
procesima suzbijanja hroni¢ne inflamacije, vazodilatacije 1 sniZzavanja krvnog pritiska
(200). Generalno, ovaj rezultat je pokazao da unos hrane obogacene ribljim brasnom i
mlekom u prahu povecava aktivnost desaturaze 6. Posledi¢no povecana je procentualnu
zastupljenost DGLA u fosfolipidima jetre, Sto moze imati pozitivne efekte na zdravlje.

Profil MK u tkivima delimi¢no odraZzava ne samo unos masti putem hrane, ve¢ i
metabolizam MK u organizmu (201). Naj¢eS¢e konzumirane PUFA su linolna kiselina
(LA) 1 o-linolenska kiselina (ALA) (175). Ove MK mogu biti konvertovane u vise
nezasi¢ene masne kiseline duzeg lanca (175). Dugolanc¢ane PUFA (EPA i DHA) su
ukljucene u regulaciju metabolizma lipida 1 transport lipida iz jetre ka tkivima (175).
PUFA pokazuju imunomodulatornu aktivnost, a medu njima je n-3 MK EPA iz ribljeg
ulja najpotentnija (77). EPA inhibira oksidaciju AA ciklooksigenazom (COX). Riblja
ulja koja su bogata n-3 PUFA preveniraju nekoliko bolesti ukljucujuéi aterosklerozu,
hipertenziju 1 artritis (202). Proporcija sadrzaja zasi¢enith (SFA), mononezasi¢enih
(MUFA) 1 PUFA masnih kiselina moZe uticati ne samo na konvertovanje ALA u EPA i
DHA, ve¢ 1 na koncentracije inflamatornih markera 1 na profil lipida u plazmi (203).
Literaturni podaci govore da su posebno PUFA iz hrane primetno efikasne u inhibiciji
lipogeneze u jetri 1 sniZavanju hipertrigliceridemije, n-3 MK su potentnije od n-6 lipida
u ovom pogledu. Osim toga, PUFA iz hrane smanjuju ekspresiju gena koji kodiraju
glikoliticke 1 lipogene regulatorne enzime u jetri (204). Deluju tako Sto ushodno
reguliSu ekspresiju gena koji kodiraju proteine ukljuene u oksidaciju MK, dok
nishodno reguliSu gene koji kodiraju proteine sinteze lipida (205). Sa druge strane, oleat
(18:1 n-9) ili palmitat (16:0) 1 MK srednjeg lanca ne inhibiraju ni aktivnost niti
ekspresiju lipogenih enzima (206). Promene u profilu MK u tretmanu hranom zavise od

vrste ishrane, Sto ukazuje na to da koli¢ina masti ima veci uticaj na gojaznost 1 profil
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MK od vrste konzumirane masti (181). Medutim, faktori kao $to su starost i pol mogu
takode uticati na nivoe inkorporacije EPA 1 DHA (102).

U naSoj studiji generalno, najizrazeniji uticaj razli¢itih vrsta hrane je zabelezen kod
PUFA. Preciznije, hrane oboga¢ene mlekom u prahu 1 ribljim braSnom izazivaju
uglavnom suprotan efekat. Rezultati ovog istrazivanja ukazuju na, znac¢ajan modulatorni
uticaj hrane obogacene mlekom u prahu na procentualnu zastupljenost pojedinac¢nih
PUFA u fosfolipidima jetre. Kod muzjaka, standardna hrana obogac¢ena mlekom u
prahu snizava EPA (20:5 n-3), DHA (22:6 n-3) i ukupne n-3, a povecava LA (18:2 n-6),
DTA (22:4 n-6), n-/6 1 odnos n-6/n-3 u poredenju sa standardnom 1 hranom
obogacenom ribljim brasnom. Za razliku od hrane obogacene mlekom u prahu, hrana
obogacena ribljim braSnom povecava procentualnu zastupljenost DHA samo kod
muzjaka. Sli¢no naSim rezultatima Poppitt 1 sar. (187), su zabelezili smanjenje procenta
ukupnih n-3, EPA 1 DHA u fosfolipidima eritrocita kod ljudi na ishrani obogacenoj
mlecnim mastima. Sa druge strane, u studiji Oarada 1 sar. (207) nakon unosa EPA i
DHA, zastupljenost ovih masnih kiselina se povecala u fosfolipidima plazme kod
muzjaka miSeva, dok su AA (20:4 n-6) i odnos n-6/n-3 bili smanjeni. Takode, tretman
ribljim uljem povecava procenat ukupnih n-3, EPA, DPA (22:5 n-3) 1 LA, a smanjuje
ukupne n-6, AA 1 odnos n-6/n-3 u fosfolipidima jetre kod mladih 1 starih pacova Wistar
soja (178, 208). NaSe zenke pacova hranjene hranom obogac¢enom ribljim braSnom
pokazuju povecanje procenta ukupnih n-3 PUFA 1 smanjenje procenta ukupnih n-6
PUFA 1 odnosa n-6/n-3 u fosfolipidima jetre. U pogledu individualnih masnih kiselina,
primeceno je smanjenje sadrzaja n-6 PUFA LA 1 AA 1 pove€anje sadrzaja n-3, EPA,
DPA 1 DHA u fosfolipidima jetre. Povecanje sadrzaja EPA uprkos smanjenoj aktivnosti
A 5 desaturaze kod zenki hranjenih standardnom hranom obogaéenom ribljim braSnom,
najverovatnije dolazi zbog znacajne koli¢ine EPA u hrani koja sadrzi riblje brasno.
Znacajne polno zavisne promene su primecene u koncentracijama LA, EPA, DPA 1
ukupnih dugolancanih n-3 PUFA fosfatidil holina u plazmi nakon tretmana ribljim
uljem ljudi sa znac¢ajnim doznim odgovorom na riblje ulje koji je evidentiran samo kod
zena (209). Zanimljivo Walker 1 sar. (210) su identifikovali male polne razlike u
inkorporaciji EPA 1 DHA, nakon suplementacije, u razli¢itim klasama lipida plazme,
¢elija 1 tkiva. Studija Poudyal i sar., je isptivala nezavisne efekte ALA, EPA 1 DHA na

tkiva kod pacova hranjenih visokokalori¢nom dijetom i svaka pojedinacna n-3 PUFA
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smanjuje inflamaciju u srcu 1 jetri, kao 1 sr€anu fibrozu i steatozu jetre. Ovi efekti su
povezani sa kompletnom supresijom aktivnosti (Scd-1), markera koji je umeSan u
kardiovaskularne bolesti, insulinsku rezistenciju i gojaznost (211). Efekti pola na sastav
MK tkiva mogu biti delom zbog razlika u specificnosti metabolizma lipida u
pojedinac¢nim tkivima kao 1 usled razliitog snabdevanja MK iz ishrane. Efekti pola
menjaju uticaj dijetarnog unosa MK 1 koli¢ine konzumirane masti na sastav PL i
triacilglicerola jetre (101).

Uopsteno, poznato je da n-6 PUFA uzrokuju zapaljenske procese, tako Sto deluju kao
prekursori inflamatornih faktora 1 ushodni regulatori razli¢itih gena koji su ukljuceni u
inflamatornu signalizaciju (17). Tacnije, arahidonska kiselina (AA), prisutna u
razli¢itim tkivima, moZe biti konvertovana u proinflamatorne eikozanoide koji su
povezani sa inflamatornim procesima i nekim hroni¢nim bolestima. Takode, ve¢i odnos
n-6/n-3 ometa strukturu i funkcionisane ¢elijskih membrana (17). Linolna kiselina moze
da smanji desaturaciju n-3 PUFA, 1 samim tim redukuje njihov sadrZaj u PL membrane
(212). Nasuprot tome, n-3, a posebno EPA 1 DHA su kompetitivni supstrati za iste
enzime kao 1 AA, oni anatagonizuju proinflamatorne efekte n-6 (17). Osim S§to je
prekursor antiinflamatornih faktora, EPA delimi¢no blokira konvertovanje AA 1 DTA
do Stetnih eikozanoida i smanjuje kardiovaskularni rizik i rast tumora (92). DHA deluje
preventivno kod Alchajmerove bolesti 1 nekih vrsta demencije (213). Nekoliko studija je
pokazalo obrnutu korelaciju izmedu ukupnih n-3 u fosfolipidima seruma ili plazme i
kardiovaskularnog rizika 1 ateroskleroze (214, 215). Uzimaju¢i u obzir sve navedeno,
smanjena procentualna zastupljenost EPA 1 DHA 1 poviSen odnos n-6/n-3 u
fosfolipidima jetre muzjaka hranjenih hranom oboga¢enom mlekom u prahu, navelo je
na pretpostavku o eventualnoj ve€oj podloznosti upalama 1 ranjivosti ¢elija muzjaka na
pomenutoj ishrani. Obrnuto, povisen udeo dugolancanih n-3 PUFA 1 snizen odnos n-
6/n-3 kod Zenki hranjenih hranom obogacenom ribljim brasnom govori u prilog
poboljSanom profilu masnih kiselina i moguéim zdravstvenim benefitima na pomenutoj
ishrani.

Budu¢i da hemijski sastav hrane bitno menja procenat individualnih masnih kiselina u
PL jetre, znacaj ovih promena za sastav masnih kiselina za razli¢ite vrstu hrane testiran
je kanonijskom diskriminacionom analizom. Kanonijska diskriminaciona analiza poredi

ukupan sastav 1 individualni odnos varijabli 1 kanonijskom diskriminacionom funkcijom
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procenjuje znacaj posmatranih razlika u ukupnom zbiru masnih kiselina 1 njihovim
odnosima. Kanonijska diskriminaciona analiza je pokazala da masne kiseline koje su
najvise doprinele razlici su palmitinska, oleinska, DGLA, AA, EPA, DTA, DPA i DHA.
Za dalje analize, masne kiseline su podeljene na: 1) SFA 1 MUFA, 1 2) PUFA. Kada su
SFA 1 MUFA razmotrene (grafik 8), sve analizarane masne kiseline doprinele su razlici
u sastavu. U kanonijskom prostoru analizirane grupe su znacajno udaljene osim MS i
MRB. To znaci da efekti ove dve vrste hrane nisu znacajno razli¢ite u pogledu sastava
masnih kiselina kod muzjaka. Nadalje, sastav masnih kiselina kod Zenki razlikuje se od
onog kod muzjaka. Sli¢ni rezultati su dobijeni kada su PUFA uzete u obzir, iako razlika
izmedu muzjaka i Zenki nije toliko ocigledna u pogledu polozaja u kanonijskom
prostoru.

Primecene su polne razlike u sastavu masnih kiselina PL u jetri pacova, a rezultati su
pokazali da ove pocetne razlike mogu biti znacajno modulisane vrstom hrane. Osim
toga, modulatorni efekti hrane obogacene mlekom u prahu 1 ribljim brasnom na profil
masnih kiselina fosfolipida jetre su polno specificni. Kada se posmatraju MK
fosfolipida jetre, MK koje najvise doprinose razlici su: PA, OA, DGLA, AA, EPA,
DTA, DPA i DHA. S obzirom na vrstu hrane, hrana obogacena ribljim brasnom
ispoljava povoljnoji odgovor u vezi sastava individualnih masnih kiselina, sa
izrazenijim efektima kod Zenki koji ukazuju da bi polne razlike trebalo uzeti u obzir za
preporuke u ljudskoj ishrani.

U ovoj studiji, ispitivani su i efekti standardne hrane, hrane obogacene ribljim brasnom i
hrane obogac¢ene mlekom u prahu na lipidnu peroksidaciju 1 aktivnost antioksidativnih
enzima u jetri zenki Wistar pacova. Kao rezultat toga, nadene su znaCajno vece
aktivnosti GPx 1 CAT u grupi koja je tretirana hranom oboga¢enom ribljim braSnom, u
odnosu na druge dve, kontrolnu grupu i1 grupu koja je konzumirala hranu obogacenu
mlekom u prahu. lako u poredenju sa kontrolnom grupom, hrana obogacena mlekom u
prahu nije pokazala efekte na merene parametre, primecene su neke znacajne korelacije
u ovoj grupi. Endogena antioksidativna odbrana ukljucuje neenzimske molekule niske 1
visoke molekulske mase i1 enzimska jedinjenja kao Sto su SOD, CAT i1 GPx, koja vrse
neutralizaciju reaktivnih vrsta kiseonika: superoksid anjon radikala i vodonik peroksida.
Nasi rezultati idu u prilog sugestijama da bi omega-3 masne kiseline mogle da unaprede

enzimsku antioksidativnu odbranu (216). Studija koja je istrazivala efekte dodatka
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ribljeg ulja ishrani tokom 30 dana kod muZzjaka Wistar pacova otkrila je znacajno
povecanje aktivnosti CAT u eritrocitima tretiranih Zivotinja (136). Takode,
suplementacija ribljim uljem povecala je aktivnost GPx 1 SOD kod asmati¢nih pacova
(163), 1 podigla CAT aktivnost u animalnom modelu nefrotoksi¢nosti (162). Nadalje,
tretman omega-3 MK doveo do povecanja koli¢ine glutationa 1 aktivnosti GPx u
mreznja¢i kod pacova kojima je streptozotocinom indukovan dijabetes (137). lako
konzumiranje ribe 1 hrane obogacene ribljim brasnom kao dijetetskih antioksidanasa tek
treba da bude uspostavljeno, prijavljena je njihova uloga u hvatanju slobodnih radikala,
smanjenju aktivnosti NADPH oksidaze (217) kao 1 u procesima povecanja ekspresije
iRNK antioksidantnih enzima (218).

U poredenju sa drugim hranljivim uljima, suplementacija uljima bogatim omega-3 MK
EPA 1 DHA povecava aktivnost SOD 1 GPx kod zdravih Zenki pacova (219). U nasoj
studiji, pored ispitivanja aktivnosti antioksidativnih enzima, takode je izmerena stopa
lipidne peroksidacije. Lipidna peroksidacija dovodi do formiranja razli¢itih proizvoda,
medu kojima se izoprostani 1 aldehidi najceS¢e koriste kao pokazatelji oksidativnog
oSteCenja lipida (220). Izmerena koncentracija tiobarbiturna kiselina reaktivnih
supstanci (TBARS) je direktno proporcionalna stepenu oStecenja lipida (221).

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da unos hrane obogacene ribljim brasnom,
odnosno mlekom u prahu, nema znacajnog uticaja na koli¢inu TBARS, stepen lipidne
peroksidacije. Sli¢no, pojedini autori su prijavili nedostatak efekta omega-3 PUFA na
lipidnu peroksidaciju kod pacova (219). Suplementacija ribljim uljem u trajanju od 13
nedelja nije izazvala nikakve znacajne promene u nivou lipidne peroksidacije u jetri kod
zenki pacova, u odnosu na ishranu obogacenu uljem soje i lana (219). Medutim, ovo
nije iznenadujuce s obzirom na dvosmislene podatke iz literature, posebno o uticaju
unosa ribe na lipidnu peroksidaciju (134, 135, 136, 137, 162). Posto su dvostruke veze
glavne mete napada slobodnih radikala, PUFA su najvise sklone lipidnoj peroksidaciji.
Prema tome, moze se ocekivati da ve¢i unos ribe 1 ribljih proizvoda, koji su bogati
omega-3 PUFA moZe dovesti do povecanja nivoa lipidne peroksidacije (134, 135). S
tim u vezi, neki autori su pokazali povecanje koli¢ine TBARS u plazmi kod ljudi posle
dugotrajnog konzumiranja omega-3 MK (134, 135). Suprotno, redukujuci efekat
omega-3 MK 1 ribljeg ulja na povecanje nivoa TBARS je prijavljen kod dijabeti¢nih

pacova 1 modela pacova uranil nitrat indukovane nefrotoksic¢nosti (137, 162).
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Pored toga, 30 dana duga suplementacija sa ribljim uljem smanjila je serumski nivo
lipidne peroksidacije kod zdravih muzjaka Wistar pacova (136).

Suplementacija ribljim uljem je smanjila stopu lipidne peroksidacije (MDA) kod mladih
1 starih pacova. Sarsilmaz i sar., su pokazali da je tretman n-3 MK smanjio lipidnu
peroksidaciju u corpus striatum kod pacova (222). Ispitivanja Hsu 1 sar., su pokazala da
suplementacija n-3 PUFA nije imala efekte na lipidnu peroksidaciju membrane, ali je
imala pozitivan uticaj na koncentraciju glutationa 1 aktivnost antioksidativnih enzima
(223). Visoko reaktivni primarni intermedijeri se javljaju tokom lipidne peroksidacije.
Njihova degradacija dovodi do nastanka aldehida, koji reaguju sa amino grupama
proteina menjaju¢i njihove strukturne 1 funkcionalne osobine (224, 222).
Suplementacija ribljim uljem moZe povecati antioksidativnu odbranu i1 smanjiti lipidnu
peroksidaciju (224).

U na$oj studiji primeceno je smanjenje koli¢ine TBARS u tkivu jetre, kod pacova
hranjenih hranom oboga¢enom mlekom u prahu u poredenju sa kontrolnom grupom i
grupom koja je konzumirala hranu obogacenu ribljim brasnom. Razlike nisu bile
statistiCki znacajne. Osim toga, nije naden znacajan uticaj hrane obogacene mlekom u
prahu na aktivnost antioksidativnih enzima u jetri pacova.

Iako nismo nasli nikakav uticaj hrane obogacene mlekom u prahu na oksidativni status,
zabelezili smo znacajne pozitivne korelacije izmedu koli¢ine TBARS 1 aktivnosti oba i
GPx 1 CAT, §to ukazuje da niza stopa lipidne peroksidacija je pra¢ena smanjenom
aktivnoS¢u antioksidativnih enzima. To je u skladu sa rezultatima koji se odnose na
smanjenje aktivnosti GPx 1 CAT u grupi koja je hranjena hranom oboga¢enom mlekom
u prahu u odnosu na grupu koja je hranjena hranom obogac¢enom ribljim brasnom.
Uporedujuci koli¢inu TBARS u ove dve grupe, lipidna peroksidacija je visa u grupi koja
je hranjena hranom obogacenom ribljim braSnom. Povecana stopa lipidne peroksidacije
moze posluziti kao okida¢ za poboljSanu antioksidativhu odbranu organizma,
ukljucujuéi 1 antioksidativne enzime. S druge strane, nedostatak efekta antioksidativnih
enzima u grupi koja je hranjena mlekom u prahu moze se objasniti niZim nivoom
lipidne peroksidacije u ovoj grupi. U skladu sa prethodnim nalazima, takode su
pronadene znacajne korelacije izmedu aktivnosti GPx 1 CAT kod kontrolne 1 grupe

hranjene standardnom hranom oboga¢enom mlekom u prahu.
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Pored toga $to je veoma hranljiva, novije studije pokazuju da mleko 1 mle¢ni proizvodi
takode sluze kao dodaci ishrani sa pozitivnim efektima na zdravlje. Ovo se uglanom
odnosi na njithove sastojke, MK, proteine 1 mikroelemente, kao Sto su vitamin A i E,
koji su poznati po svojim antioksidativnim svojstvima (159). Pored toga, novi nalazi
ukazuju da mle¢ni proteini 1 njihovi proizvodi razlaganja skupljaju slobodne radikale i
heliraju metale, 1 tako ucestvuju u =zaStiti od oksidativnog stresa (225, 226).
Antioksidativna svojstva mleka i mlec¢nih proizvoda tek treba da budu dalje evaluirna in
vivo kod zivotinja 1 ljudi. Jedna od retkih studija koje su sprovedene na pacovima
ispitivala je uticaj unosa hlebova obogacenih mlekom u prahu tokom dve nedelje. Tom
prilikom je ustanovljena veca aktivnost CAT u grupama hranjenim hlebovima koji
sadrze, izmedu ostalih jedinjenja, mleko u prahu, u odnosu na grupu koja je hranjena
samo belim hlebom (141). Osim toga, ishrana obogacena proteinima surutke, znac¢ajno
povecava ukupni antioksidativni kapacitet u plazmi, koncentraciju SOD 1 glutation 1
smanjuje lipidnu peroksidaciju kod negojaznih insulin rezistentnih pacova (139).
Proteini surutke takode ublazavaju posledice opterecenja gvozdem na oksidativna
oStecenja kod muzjaka pacova, Sto je ispoljeno kao povecanje ukupne antioksidativne
odbrane i smanjenje nivoa lipidne peroksidacije (140).

Na osnovu predstavljenih rezultata koji su podrzani dostupnim podacima iz literature,
mozemo zakljuciti da unos ribe 1 hrane obogacene ribom moze da poboljsa oksidativni
status povecanjem aktivnosti antioksidativnih enzima jetre. Suprotno tome, nismo dobili
nikakve efekte u korist tvrdnje da mleko moZe posluziti kao dobar izvor novih

antioksidanata.

73



Zakljucci

6. ZAKLJUCCI

Rezultati prikazani u okviru ove doktorske disertacije ukazuju na efekte hrane
obogacene ribljim braSnom, odnosno mlekom u prahu, na biohemijske parametre u krvi,
masnokiselinske profile fosfolipida jetre 1 parametre oksidativnog stresa u jetri pacova
Wistar soja. U skladu sa postavljenim ciljevima 1 na osnovu dobijenih rezultata moze se

zakljuciti sledece:

o Efekti ispitivane hrane na biohemijske parametre

1. Efekti razlicitih vrsta hrane na biohemijske parametare krvi, pokazali su sledece:
Unos hrane obogacene ribljim braSnom nema znacajne efekte na aktivnost ALT 1 AST u
plazmi kod oba pola. Sa druge strane, unos hrane obogac¢ene mlekom u prahu znacajno
povecava aktivnost ALT 1 AST u plazmi kod muzjaka u odnosu na standardnu hranu.
Uopsteno, hrana obogacena ribljim braSnom 1 pol nisu dali efekat na aktivnost enzima
jetre. Povecanje aktivnosti ALT 1 AST enzima kod muzjaka moze biti posledica
adaptacije na promenu hrane.

Kod zenki, hrana oboga¢ena mlekom u prahu povecava koncentraciju HDL holesterola
u plazmi, u odnosu na kontrolu. Standardna hrana obogacena ribljim brasnom snizava
koncentraciju TG plazme.

Kod muzjaka, oba tipa hrane snizavaju koncentraciju LDL 1 povec¢avaju koncentraciju
HDL holesterola u plazmi, u odnosu na standardnu hranu. Standardna hrana obogacena
mlekom u prahu povecava koncentraciju TG plazme.

Oba tipa hrane (obogacena ribljim braSnom i1 mlekom u prahu) su uticala na povecanje
koncentracije HDL holesterola kod oba pola, nezavisno od startnih razlika. Takode, oba
tipa hrane su imala pozitivan efekat na profil lipida plazme, kod muzjaka jer snizavaju

koncentraciju LDL. Dodatno, kod Zenki hrana obogacena ribljim braSnom snizava TG.
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o Efekti ispitivane hrane na masnokiselinske profile fosfolipida jetre

2. Uticaj na profile ukupnih masnih kiselina u fosfolipidima jetre:

Hrana oboga¢ena mlekom u prahu u fosfolipidima jetre snizava sadrzaj SFA i povecava
udeo MUFA (efekat hrane) kod muzjaka (efekat pola i interakcija P x H), i PUFA, kod
zenki (efekat pola 1 efekat hrane) u odnosu na standardnu hranu. UopSteno, ovaj rezultat
pokazuje da primenjene hrane (obogacena ribljim brasnom i mlekom u prahu)
povecavaju stepen nezasi¢enosti masnih kiselina fosfolipida u membranama. Ujedno,

time pozitivno uti¢u na fluidnost membrana.

3. Uticaj na profile pojedinacnih masnih kiselina, na ukupne n-3 i n-6 i n-6/n-3 odnos u
fosfolipidima jetre:

Inicijalno u fosfolipidima jetre, Zenke imaju niZu procentualnu zastupljenost
palmitinske, palmitoleinske 1 oleinske kiseline i DGLA kao 1 povecan udeo stearinske
kiseline u odnosu na muzjake (zan¢ajnost efekta pola). Medutim, manipulacija tipom
hrane je dovela do razli¢itih promena kod oba pola (efekat P x H).

Kod zZenki hrana obogacena mlekom u prahu povecava sadrzaj oleinske kiseline, u
fosfolipidima jetre (znacajnost efekta hrane 1 interakcija P x H). Hrana obogacena
mlekom u prahu, podize aktivnost desaturaze 9 u poredenju sa drugim vrstama hrane
(efekat hrane). Takode, hrana obogacena mlekom u prahu, podize sadrzaj OA time
moze da deluje protektivno. Tacnije, oleinska kiselina kao jedinjenje membranskih
fosfolipida, povecava fluidnost i transport kroz membranu.

Sa druge strane, u fosfolipidima jetre muzjaka, hrana obogac¢ena mlekom u prahu podize
udeo vakcenske 1 linolne kiseline u odnosu na druge dve vrste hrane. Takode,
standardna hrana obogacena mlekom snizava procentualnu zastupljenost stearinske
kiseline kod muzjaka (znacajnost efekta hrane 1 interakcija P x H). Hrana obogacena
mlekom u prahu, podize udeo ukupnih MUFA 1 time moze da deluje protektivno.
Dvofaktorska analiza varijanse pokazuje da je aktivnost desaturaze 9 veca kod muzjaka
nego kod zenki (efekat pola). Kao 1 kod suprotnog pola, hrana obogac¢ena mlekom u
prahu, podiZze njenu aktivnost u poredenju sa drugim vrstama hrane (efekat hrane).

Takode, hrana obogacena mlekom u prahu svojim masnokoselinskim sastavom, ta¢nije
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visokom prcentualnom zastupljeno$c¢u linolne kiseline, uti¢e na pove¢an udeo ove MK u
jetri muzjaka.

U fosfolipidima jetre Zenki, standardna hrana obogacena ribljim braSnom 1 mlekom u
prahu povecava sadrzaj DGLA u poredenju sa standardnom hranom. Standardna hrana
obogacena ribljim braSnom snizava sadrzaj AA 1 povecava procentualnu zastupljenost
EPA, DPA 1 DHA u odnosu na standardnu hranu. Kod istog pola u fosfolipidima jetre,
hrana obogacena ribljim braSnom povecava procenat ukupnih n-3, smanjuje procenat
ukupnih n-6 1 odnos n-6/n-3 u poredenju sa standardnom i hranom koja je obogacena
mlekom (efekat ishrane, 1 P x H efekat).

Generalno, ovaj rezultat je pokazao da unos hrane obogacene ribljim braSnom 1 mlekom
u prahu povecava aktivnost desaturaze 6. Posledi¢no povecana je procentualna
zastupljenost DGLA u fosfolipidima jetre, Sto moZe imati pozitivne efekte na zdravlje.
Takode, poviSen udeo dugolancanih n-3 PUFA 1 snizen odnos n-6/n-3 kod zenki
hranjenih hranom obogacenom ribljim brasnom govori u prilog poboljSanom profilu
masnih kiselina u fosfolipidima jetre 1 moguc¢im zdravstvenim benefitima na pomenutoj
ishrani.

U fosfolipidima jetre muZjaka, standardna hrana obogacena mlekom snizava procenat
EPA 1 DHA 1 povetava procenat DTA u odnosu na kontrolu. Sa druge strane,
standardna hrana obogacena ribljim brasnom povefava samo procenat DHA u
fosfolipidima jetre u odnosu na standarnu hranu. Hrana obogac¢ena mlekom smanjuje
procenat ukupnih n-3, 1 povecava procenat ukupnih n-6 i odnos n-6/n-3 kod muzjaka u
odnosu na druge vrste hrane. Uzimajuci u obzir sve navedeno, smanjena procentualna
zastupljenost EPA 1 DHA 1 poviSen odnos n-6/n-3 u fosfolipidima jetre muZzjaka
hranjenih hranom oboga¢enom mlekom u prahu, navodi na pretpostavku o eventualnoj

vecoj podloZnosti upalama 1 ranjivosti ¢elija muzjaka na pomenutoj ishrani.
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o [Efekti razli¢itih vrsta hrane na aktivnost antioksidativnih enzima u tkivu jetre

kod Zenki pacova:

4. Efekti na aktivnosti antioksidativnih enzima
Otkrivene su statisticki znacajno vece aktivnosti GPx 1 CAT u tkivima pacova koji su
hranjeni standardnom hranom obogac¢enom ribljim brasnom u odnosu na kontrolnu i

grupu koja je hranjena standardnom hranom obogac¢enom mlekom u prahu.

5. Korelacija izmedu merenih parametara

Vecina znacajnih korelacija je pronadena u grupi Zivotinja koje su hranjene hranom
oboga¢enom mlekom u prahu. U ovoj grupi, znacajna je korelacija izmedu TBARS 1
enzima GPx 1 CAT. Pored toga, pronadena je znaCajna korelacija izmedu aktivnosti
GPx 1 CAT. Takode u kontrolnoj grupi postoji znacajna korelaciju izmedu GPx 1 CAT

aktivnosti.
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