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SAZETAK

Metaboli¢ki sindrom (MetS) obuhvata skup simptoma, uklju¢ujuc¢i abdominalnu gojaznost,
visok krvni pritisak, hiperglikemiju, nizak nivo HDL holesterola i povisenu koncentraciju
triacilglicerida u krvi. NajceSce se razvija kao posledica dugotrajne ishrane s visokim sadrzajem masti
i Secera te niskim sadrzajem vlakana. Procenjuje se da je ovo stanje prisutno kod ¢etvrtine odrasle
populacije, sa stalnom tendencijom povecanja broja novih slu¢ajeva. Veliki broj studija pokazao je
da konzumiranje plodova i proizvoda od voca bogatog polifenolima, ima blagotvorno dejstvo na
kardiometabolicke parametre. Istovremeno, upotreba animalnih modela u preklinickim studijama
omogucava kontrolisane uslove i brze uo¢avanje potencijalnih efekata odredenih tretmana. Zbog toga
su ciljevi ove disertacije bili, prvo, uspostavljanje adekvatnog model sistema, a potom ispitivanje
uticaja komercijalno dostupnih mati¢nih sokova drenjine i crne ribizle na prevenciju ishranom
indukovanog metaboli¢kog sindroma kod pacova. Prvi deo studije obuhvatao je Cetiri kontrolne i
Cetiri eksperimentalne grupe sa po Sest muzjaka pacova Wistar soja. U studiji su kori§¢ena dva
podsoja, Kyoto i Hannover, kao i dve starosne grupe: pacovi stari osam nedelja i ¢etiri meseca. Za
ishranu je koriSéen pelet obogacen sa 25% suncokretovog ulja i 20% fruktoze (HFHF), a tretman je
trajao ukupno 16 nedelja. Kao kontrola kori$¢ene su zivotinje odgovarajuéeg podsoja i starosti,
hranjene standardnom hranom za pacove. Niti kod jedne eksperimentalne grupe nije doslo do razvoja
MetS, tj. nijedna grupa nije pokazala prisustvo dovoljnog broja parametara koji bi potvrdili da je
MetS dijagnostikovan. Ipak, Hannover podsoj starosti ¢etiri meseca pokazao se kao najpodlozniji
ovom tipu nutritivne intervencije, zbog ¢ega su te jedinke koriS¢ene u daljoj studiji. Studija je
nastavljena ispitivanjem efekata sokova bogatih polifenolima na prevenciju razvoja MetS. Za
indukciju MetS koris¢en je HFHF pelet u koji je dodato 0,1% holne kiseline (HFF). Istrazivanje je
obuhvatalo cetiri grupe sa po devet pacova: Kontrolna grupu - na standardnoj ishrani, HFF grupa - na
HFF peletu i vodi, CR grupa - na HFF peletu i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D grupa - na HFF
peletu i 20% maticnom soku drenjine. Tretman je trajao deset nedelja. Po zavrSetku tretmana,
ispitivan je uticaj suplementacije sokovima na biohemijske parametre, krvni pritisak, koli¢inu
visceralnog masnog tkiva, inflamaciju, biomarkere oksidativnog stresa u plazmi, jetri i masnom tkivu,
histoloske promene na jetri, adipocitima i pankreasu, kao i promene lipidnog profila u tkivima.
Konzumiranje oba soka uticalo je na smanjenje nivoa holesterola u krvi i o¢uvanje histomorfologije
tkiva, pospesilo je lucenje insulina i smanjilo lucenje glukagona, pokazalo preventivni efekat na
porast koncentracije odredenih pro-inflamatornih masnih kiselina u tkivima i doprinelo o¢uvanju
redoks balansa u plazmi i tkivima. Suplementacija sokom crne ribizle pokazala se delotvornijom, jer
je kod ove grupe zabelezeno i poboljSanje tolerancije na glukozu, smanjenje inflamacije u jetri, kao 1
smanjenje akumulacije visceralnog masnog tkiva izazvanog HFF ishranom. Dobijeni rezultati
sugeriSu da suplementacija datim sokovima, posebno crnom ribizlom, moze imati viSestruko
blagotvorno dejstvo na prevenciju razvoja MetS. Na taj nain, ovi sokovi bi mogli doprineti
ublazavanju Stetnih efekata Siroko rasprostranjene “zapadnjacke dijete bogate rafinisanim ugljenim
hidratima, mastima i drugom procesuiranom hranom.

Kljuéne redi: Metabolic¢ki sindrom, Hannover pacovi, Kyoto pacovi, HFF ishrana, sok od crne
ribizle, sok od drenjine, inflamacija, oksidativni stres, masnokiselinski profil, imunohistoloske
analize

Naucna oblast: biologija
Uza naucna oblast: fiziologija
UDK broj: 547.565 [577.115.3 + 599.323.45] (043.3)



ABSTRACT

Metabolic syndrome (MetS) represents combined occurrence of symptoms such as abdominal
obesity, high blood pressure, hyperglycemia, low HDL cholesterol, and elevated triglyceride levels
in the blood. A long-term consumption of a diet high in fat and sugar and low in fiber proved to be
the most common cause of MetS. It is estimated that this condition affects 20-30% of the adult
population, with a constant upward trend in new cases. Numerous studies have shown that consuming
polyphenol-rich fruits and their products has beneficial effects on cardiometabolic parameters. At the
same time, the use of animal models in preclinical studies provides controlled conditions and allows
for quicker screening of the potential effects of specific treatments. Therefore, the aims of this
dissertation were, first, to establish an adequate model system, and then to examine the effects of
commercially available black currant and cornelian cherry juices on the prevention of diet-induced
MetS in rats. The first part of the study included four experimental and four control groups, six male
Wistar rats each. Two sub-strains, Kyoto and Hannover, and two age groups, eight-week-old and
four-month-old rats were used. The animals in experimental groups were fed with pellet enriched
with 25% sunflower oil and 20% fructose (HFHF). The treatment lasted for a 16 weeks. Sub-strain
and age-matched controls were fed a standard chow. None of the experimental groups developed
MetS, i.e. no group showed a sufficient number of parameters to confirm the presence of MetS.
However, the four-month-old Hannover sub-strain was found to be the most susceptible for this type
of nutrition intervention, and that is the reason why this animals were used in further studies. The
study continued by examining the effects of juices rich in polyphenols on the prevention of the
development of MetS. Cholic acid (0.1%) was added to the HFHF pellets to get HFF diet used for
MetS induction. The research included four groups of nine rats each: Control group - on a standard
diet and water, HFF group - on HFF diet and water, BC group - on HFF diet and 20% black currant
juice, CC group - on HFF diet and 20% cornelian cherry. The treatment lasted for 10 weeks. After
completion of treatment, the effects of juice supplementation on biochemical parameters, blood
pressure, visceral fat percentage, inflammation, oxidative status biomarkers in plasma, liver, and
adipose tissue, histological changes in the liver, adipocytes, and pancreas, as well as on changes in
the lipid profile in tissues were examined. Consumption of both juices led to a reduction in blood
cholesterol levels and preservation of tissue morphology, increased insulin secretion and reduced
glucagon secretion, prevented the increase in the concentration of certain pro-inflammatory fatty
acids in tissues, and prevented the disruption of redox balance in plasma and tissues. Supplementation
with black currant juice proved to be more effective, as this group also showed improved glucose
tolerance, reduced liver inflammation, and reduced visceral fat accumulation induced by the HFF
diet. The obtained results suggest that supplementation with these juices, especially black currant
juice, may have multiple beneficial effects on the prevention of MetS development. In this way, these
juices could contribute to mitigating the harmful effects of the widespread Western diet rich, in
refined carbohydrates, fats and processed foods.

Keywords: Metabolic syndrome, Hannover rats, Kyoto rats, HFF diet, Black currant juice, Cornelian
cherry juice, Inflammation, Oxidative stress, Fatty acid profile, Immunohistological analyses

Scientific field: Biology
Special topic: Physiology
UDK number: 547.565 [577.115.3 + 599.323.45] (043.3)



SPISAK SKRACENICA

AA — arahidonska kiselina - engl. Arachidonic Acid

ABTS — 2, 2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska Kiselina

ACP —engl. Acyl Carrier Protein

ADP — adenozin difosfat

ALA — a-linolenska kiselina - engl. a-Linolenic Acid

ALT — alanin transaminaza

AMP — adenozin monofosfat

AMPK - engl. AMP-Activated Protein Kinase

AOPP — uznapredovali proizvodi oksidacije proteina — engl. Advanced Oxidation Protein Products
Apo — apolipoprotein

AST — aspartat transaminaza

ATP — adenozin trifosfat

AUC — engl. Area Under the Curve

BHT — 2,6-di-terc-butic-4-metilfenol

BMI — engl. Body Mass Index

ChREBP - engl. Carbohydrate-Responsive Element-Binding Protein

COX - ciklooksigenaza

CR —crnaribizla

CRP — C reaktivni protein

DHA — dokozaheksaenska kiselina - engl. Docosahexaenoic Acid

DMSO — dimetil-sulfoksid

DPA — dekozapentaenska kiselina

DTNB - 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina)

EDTA — etilendiamintetrasiréetna kiselina - engl. Ethylenediaminetetraacetic Acid
EPA — eikozapentaenska kiselina - engl. Eicosapentaenoic Acid

FADSL1 — engl. Fatty Acid Desaturase 1

FADS2 — engl. Fatty Acid Desaturase 2

GAP — gliceraldehid-3-fosfat

GLC — gasno-te¢na hromatografija

GLUT - transporter za glukozu tip - engl. - Glucose Transporter Type

GSH — glutation - engl. Gluthation

GSPx — glutation peroksidaza - engl. Gluthation Peroxidase

D —drenjina

DBP — dijastolni krvni pritisak - engl. Diastolic Blood Pressure

HDL — lipoproteinske Cestice velike gustine - engl. High-Density Lipoprotein
HFD — ishrana sa visokim sadrzajem masti - engl. High Fat Diet

HFF — ishrana sa visokim sadrzajem masti (ulja) i fruktoze uz dodatak holne kiseline - engl. High
Fat-Fructose Diet; (HFHF sa dodatkom holne kiseline)

HFHF — ishrana sa visokim sadrzajem masti (ulja) i fruktoze - engl. High-Fat High-Fructose Diet
IDL — engl. Intermediate-Density Lipoprotein

IDF — Medunarodna federacija za dijabetes - engl. International Diabetes Federation
IL-1 — interleukin 1

IL-6 — interleukin 6

IMA — ishemijski modifikovani albumin

IPGT — engl. Intraperitoneal Glucose Tolerance

IRNK — informaciona ribonukleinska kiselina

IRS —engl. Insulin Receptor Substrate

KVB - kardiovaskularne bolesti

LA — linolna kiselina - engl. Linoleic Acid



LC-PUFA — dugolancane polinezasi¢ene masne kiseline - engl. Long-Chain Polyunsaturated Fatty
Acids

LDL — lipoproteinske ¢estice male gustine - engl. Low-Density Lipoprotein
LT — leukotrien

LOO - lipidni peroksid

LOX — lipoksigenaza

MAP — mitogen-aktivirana proteinska kinaza

MDA — malondialdehid

MetS — metabolicki sindrom

MK — masne kiseline

MLR — multipla linearna regresija

MUFA — mononezasi¢ene masne kiseline - engl. Monounsaturated Fatty Acids
NBT — engl. Nitro Blue Tetrazolium

NCEP ATP3 — Nacionalni program za edukaciju o holesterolu, panel za odrasle 111 - engl. National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111

NAFLD — engl. Nonalcoholic Fatty Liver Disease

OSI - indeks oksidativnog stresa — engl. Oxidative Stress Index

PAB — prooksidativno/antioksidativni balans

PCR —engl. Polymerase Chain Reaction

PG — prostaglandini

PI3K — fosfatidilinozitol 3-kinaze

PKC — protein kinaza C

PIPD - fosfatidil inositol zavisna protein kinaza

PON — paraoksonaza

PPARa — engl. Peroxisome Proliferator-Activated Receptor «

PUFA — polinezasi¢ene masne kiseline - engl. Polyunsaturated Fatty Acids
ROS — reaktivne kiseoni¢ne vrste - engl. Reactive Oxygen Species

SBP — sistolni krvni pritisak - engl. Sistolic Blood Pressure

SFA — zasi¢ene masne kiseline - engl. Saturated Fatty Acids

SOD - superoksid dismutaza - engl. Superoxide Dismutase

SREBP-2 — engl. Sterol Regulatory Element-Binding Protein 2

SZO — Svetska zdravstvena organizacija

TAS — totalni antioksidativni status

TCA — trihlor siréetna kiselina

TG — trigliceridi

TNF-o — faktor nekroze tumora-a - engl. Tumor Necrosis Factor-«

TOS - totalni oksidativni status

TRIS — tris-(hidroksimetil)-aminometan

TX — tromboksani

VLDL - lipoproteinske ¢estice veoma male gustine - engl. Very-Low Density Lipoprotein
VMT — visceralno masno tkivo
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1. UVOD

1.1. Metabolicki sindrom

Metabolicki sindrom (MetS) je skup faktora rizika za kardiometaboli¢ke bolesti, s visokom
dijagnostickih Kriterijuma za MetS, ovaj sindrom obuhvata koegzistenciju nekoliko faktora rizika,
poput abdominalne gojaznosti, visokog krvnog pritiska, hiperglikemije, niskog nivoa HDL
holesterola (engl. High-Density Lipoprotein) i povecane koncentracije triacilglicerida (TG) u krvi [1].
Etiologija MetS nije u potpunosti razjasnjena, ali je izvesno da sedentarni nacin zivota i
neuravnotezena ishrana, sa visokom zastupljeno$¢u masti i SeCera, a sa druge strane sa niskim
sadrzajem vlakana, znacajno doprinose razvoju MetS [2]. Novija istrazivanja ukazuju i na postojanje
genetske predispozicije za razvoj MetS [3]. Usled globalnog Sirenja konzumeristickog stila zivota,
MetS je poslednjih godina postao vodeca zdravstvena pretnja savremenog drustva, a time 1 ogroman
trosak sistemu zdravstvene zastite. Iz godine u godinu procenat odraslih sa metabolickim sindrom je
sve vedi i raste s porastom starosne dobi populacije [4]. Prema novijim procenama u proseku izmedu
20 i 30% odraslog stanovni$tva najveceg broja zemalja ima MetS [5]. Pojedinci sa niskim socio-
ekonomskim polozajem imaju veéi rizik za razvoja ovog stanja [6], dok je najveci procenat populacije
sa MetS zabelezen kod americ¢kog i stanovnisStva regije istoénog Mediterana [7]. Prema podacima za
period 2011-2018. taj procenat je iznosio 37,6-41,8% odrasle populacije [8]. U Srbiji ne postoje
zvani¢ni podaci o prevalenci metabolickog sindroma, ali su studije u pojedinim regionima naseg
podrudja zabeleZile njegovo prisustvo kod visokog procenat (37,5-44,3%) ukupne populacije [9,10].
MetS povecava rizik od razvoja kardiovaskularnih bolesti, mozdanog udara 1 dijabetesa. Osobe sa
dijagnostikovanim MetS imaju dva puta veci rizik od smrti izazvane sréanim udarom i pet puta su
sklonije razvoju dijabetesa tipa Il nego $to je to slucaj kod zdravih pojedinaca. Takode izlozene su
trostruko vec¢em riziku od mozdanog udara [11]. Pored toga, ukupni troskovi zdravstvene zastite i
gubitka potencijalne ekonomske aktivnosti koju MetS moze izazvati mere se bilionima dolara [2].
Zbog toga su brojna istrazivanja usmerena kako na prevenciju MetS, tako i na njegov tretman.

1.1.1 Osnovne karakteristike metaboli¢kog sindroma

Postoji viSe parametara ¢ija dijagnostika ukazuje na prisustvo MetS, kao i vec¢i broj definicija
koje opisuju ovo stanje. Globalno priznate definicije su one date od strane Svetske zdravstvene
organizacije (SZO), Medunarodne federacije za dijabetes (engl. International Diabetes Federation -
IDF) i Nacionalnog programa edukacije o holesterolu, panel za tretman odraslih 111 (engl. National
Cholesterol Education Program Adult Treatment Panel 111 - NCEP ATP3) [12]:

Prema definiciji SZO, metabolicki sindrom prati insulinska rezistencija ili koncentracija glukoze
nataste > 6,1 mmol/l (110 mg/dl); koncentracija glukoze posle 2h od konzumiranja > 7,8 mmol (140
mg/dl), kao 1 prisustvo dva ili viSe od sledec¢ih parametara:

1. koncentracija HDL holesterola < 0,9 mmol/l (35 mg/dl) kod muskaraca; < 1,0 mmol/l (40
mg/dl) kod Zena

2. koncentracija triglicerida > 1,7 mmol/l (150 mg/dl)

3. obim struka > 94 cm za muskarce; > 80 cm za Zene (kavkaski tip) ili BMI (engl. Body Mass
Index) > 30 kg/m?

4. vrednost krvnog pritiska > 140/90 mmHg.



Definicija data od strane IDF kao glavni kriterijum uzima obim struka > 94 ¢m za muskarce ili >
80 cm za Zene (kod odredivanja ovog parametra mora se uzeti u obzir etnicka pripadnost, a ove
vrednosti se odnose na populaciju evropskog porekla) zajedno sa prisustvom dva ili viSe od slede¢ih
parametara:

1. koncentracija glukoze > 5,6 mmol/L (100 mg/dl) ili dijagnostikovan dijabetes

2. koncentracija HDL holesterola < 1,0 mmol/L (40 mg/dl) kod muskaraca; < 1,3 mmol/L
(50 mg/dl) kod Zena ili terapija lekovima koji uti¢u na porast HDL holesterola

3. koncetracija triglicerida u krvi > 1,7 mmol/L (150 mg/dl) ili uzimanje terapije za povisene
TG

4. vrednost krvnog prtiska > 130/85 mmHg ili uzimanje terapije za hipertenziju.

Za razliku od prethodnih definicija, NCEP ATP3 ne zahteva nijedan kriterijum ponaosob veé
prisustvo tri od pet dole navedenih faktora:

1. koncentracija glukoze > 5,6 mmol/L (100 mg/dl) ili uzimanje terapije za regulaciju
glukoze

2. koncentracija HDL holesterola < 1,0 mmol/L (40 mg/dl) kod muskaraca; < 1,3 mmol/L

(50 mg/dl) kod Zena ili kori$¢enje lekova koji se prepisuju kod niskog HDL holesterola

koncentracija TG u krvi > 1,7 mmol/L (150 mg/dl) ili uzimanje lekova za snizavanje TG

4. obim struka 102 cm za muskarce ili > 88 cm za zene (kod odredivanja ovog parametra
mora se uzeti u obzir etnicka pripadnost, a vrednosti se odnose na populaciju Sjedinjenih
Americkih Drzava)

5. wvrednost krvnog prtiska > 130/85 mmHg ili koriséenje lekova koji se prepisuju kao
tretman za hipertenziju.

w

Kao §to se moZe primetiti sve ove definicije su veoma sli¢ne i1 skre¢u paZnju na vaznost
promena nacina ishrane 1 zivotnih navika kako bi se izbegao dalji razvoj bolesti.

1.1.2 Insulinska rezistencija

Osnovu MetS c¢ine insulinska rezistencija 1 izmenjena funkcija masnog tkiva, dok je u isto
vreme ovo stanje naj¢e$ée praceno hroni¢nom inflamacijom [13] i oksidativnim stresom [14].
Insulinska rezistencija predstavlja neadekvatan ¢elijski odgovor na prisustvo normalnog ili poviSenog
nivoa insulina. Insulin je peptidni hormon koji luce B ¢elije, smestene u Langerhansovim ostrvcima
pankreasa, kao odgovor na povecanje koncentracije glukoze u krvi [15]. Kod insulinske rezistencije
glukoza stimuliSe oslobadanje insulina, ali on ne dovodi do njenog unosa u ¢eliju. Zadrzavanje
povisene koncentracije glukoze u krvi signalizira da se nastavi oslobadanje insulina, njegova
koncentracija raste i dolazi do hiperinsulinemije.

Ulazak glukoze u ¢eliju je neophodan kako bi se njenom oksidacijom obezbedila energija u
vidu ATP (adenozin trifosfata) i posredovan je proteinskim nosac¢ima iz familije transportera za
glukozu tipa (GLUT). Do sada je otktiveno 14 izoformi ovog proteina i sve one imaju posebnu ulogu
u metabolizmu ugljenih hidrata [16]. GLUT4 omogucava insulin-zavisan ulazak glukoze [17] (Slika
1). Ovaj proces otpocinje vezivanjem insulina za insulinski receptor (IR), $to stimuliSe mobilizaciju
vezikula koje sadrze GLUT4 i njihovu ugradnju u ¢elijsku membranu dovode¢i do nesmetanog unosa
glukoze. Nakon uspostavljanja glukozne homeostaze opada koncentracija insulina, a GLUT4
receptori se uklanjaju iz ¢elijske membrane procesom endocitoze [18]. U odsustvu insulina, kretanje
vezikula izostaje, glukozni transporteri ostaju zadrzani unutar ¢elije 1 nema ulaska glukoze u ¢eliju.
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Vezivanje insulina dovodi i do autofosforilacije IR, kao i fosforilacije razli¢itih proteina
citoplazme ukljucujuéi i familiju proteina poznatih kao supstrati insulinskog receptora (IRS), Sto
preko dalje signalne kaskade dovodi do sinteze glikogena.

insulin
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Slika 1. Sematski prikaz signalnog puta insulina. ATP — adenozin trifosfat, ADP — adenozin difosfat, PI3K —
fosfatidilinozitol 3-kinaza, IRS — supstrat insulinskog receptora (engl. Insulin Receptor Substrate), PKC —
protein kinaza C, PIPD — fosfatidil inositol-zavisnha protein kinaza, MAP — mitogen-aktivirana proteinska
kinaza, Glc — glukoza, GLUT 4 — transporter za glukozu tipa 4.

Insulinska rezistencija moZe biti izazvana smanjenjem anfiniteta insulinskih receptora za
insulin, smanjenjem broja samih receptora (inhibicija ekspresije) kao i usled prekida signalnog puta
uticajem na IRS [15].

Osim uloge u glukoznoj homeostazi, insulin ucestvuje i u kontroli metabolizma lipida
stimuli$u¢i njihovu sintezu u jetri i adipocitima, u isto vreme redukujuéi lipolizu [19]. Ishrana sa
visokim sadrZajem zasi¢enih masti dovodi do gojaznosti, dok sam porast koli¢ine masnog tkiva moze
uticati na smanjenje insulinske osetljivosti slabljenjem insulinske signalizacije. Uoceno je da nakon
duze primene ishrane bogate mastima dolazi do smanjenja koncentracije IRS-1 i IRS-2 u adipocitima
[20]. Studija iz 2011. godine je pokazala da je samo 72 h dijete obogac¢ene mastima (HFD, engl. High
Fat Diet) dovoljno da dovede do znacajnog smanjenja insulinske osetljivosti [21].

Iako ne postoji direktna veza fruktoze sa insulinom i regulacijom njegove sinteze, ona takode
ima vaznu ulogu u nastanku hiperinsulinemije i insulinske rezistencije. Preterana konzumacija
fruktoze dovodi do aktivacije ekspresije GLUTS5 receptora ¢ime se omogucava njen povecan unos u
¢elije. Sa starenjem dolazi do smanjenja aktivosti GLUTS receptora $to prouzrokuje joS vecu
insulinsku rezistenciju i ukazuje na mogucéu vezu ovog receptora sa razvojem insulinske rezistencije.
Takode je kod pacova Cija se ishrana zasnivala na > 60% fruktoze doslo do smanjene sinteze iRNK
(informacione ribonukleinske kiseline) insulinskog receptora sto je dovelo do smanjenja broja IR u
¢elijama, te je 1 ovo jedan od nacina na koji fruktoza moze da uti¢e na smanjenje dejstva insulina
[22].



1.2 Telesne masti

Adipozno tkivo se klasifikuje u dve kategorije — veéinsko, belo masno tkivo, koje ima ulogu
u skladiStenju energije u vidu TG, endokrinoj komunikaciji i insulinskoj osetljivosti, i mrko masno
tkivo koje je zaduzeno za odrZanje telesne temperature [23]. Belo masno tkivo moze se deponovati u
visceralne ili subkutane depoe. Njegovo prekomerno skladiStenje u trbusnoj regiji dovodi do
androidnog tipa gojaznosti, koja dovodi do razvoja insulinske rezistencije i metabolic¢kih oboljenja
[24]. Kod gojaznosti primarna uloga energetskog depoa biva potisnuta, masno tkivo postaje
disfunkcionalno i dobija novu ulogu koja ima sistemski uticaj na ceo organizam. Prekomerno
nakupljanje masnog tkiva stvara pro-inflamatorno, hiperlipidemi¢no i insulin-rezistentno okruZenje
koje doprinosi razvoju dijabetesa tipa 2 [25]. Ono sintetiSe veliki broj bioaktivnih molekula poput
eksozoma, inflamatornih citokina i peptidnih hormona koji mogu imati parakrinu i endokrinu ulogu
i koji su ukljuéeni u razvoj poremecaja koji se dovode u vezu sa gojaznoscu [26,27].

Leptin, adiponektin i rezistin su hormoni koje proizvodi masno tkivo i koji imaju ulogu u
kontroli gladi, insulinskoj osetljivosti i imunskom odgovoru. Kod gojaznih osoba masno tkivo
povecéava ekspresiju leptina i rezistina i smanjuje sintezu adiponektina [28]. Adiponektin inhibira
acetil-CoA karboksilazu aktivacijom AMPK (engl. AMP-Activated Protein Kinase) $to dovodi do

A4

sinteza dovodi do usporavanja metabolizma glukoze 1 lipida, povecava oksidativni stress i inflamaciju
i moze biti jedan od pokretaca razvoja MetS [29]. Povisen nivo leptina i rezistina takode su jedni od
markera MetS [30]. Njihova povisena sinteza izazvana gojazno$cu, takode utice na pro/anti-
inflamatornu ravnotezu, dovode¢i do povecanja intenziteta inflamacije. Promene u hormonalnoj
sintezi kod MetS u masnom tkivu dovode i do povecanja sinteze inflamatornih citokina, poput TNF-
a 1 IL-1p [31].

U normalnim uslovima insulin je antilipolitiéni hormon koji smanjuje aktivnost lipaze
osetljive na hormone, a koja ima ulogu u oslobadanju uskladistenih masnih kiselina (MK) iz masnog
tkiva. Sa razvojem celijske inflamacije moze do¢i do oslobadanja visih koncentracija slobodnih MK,
koje ulaze u cirkulaciju i1 bivaju preuzete od strane drugih tkiva poput jetre ili skeletnih miSic¢a, a koja
nisu u stanju da bezbedno skladiste vece koli¢ine masti [32]. Zbog toga se insulinska rezistencija
povezuje sa prekomernim nakupljanjem masti u ektopi¢nim tkivima i pove¢anim nivoom cirkuliSuéih
slobodnih masnih kiselina [33]. Jo$ nije u potpunosti razjasnjeno kako slobodne MK uti¢u na razvoj
insulinske rezistencije, ali neke studije navode da njihov povisen nivo moze narusiti funkciju B éelija,
dok druge dovode u vezu povisenu koncentraciju slobodnih MK sa smanjenjem osetljivosti ciljanih
¢elija na insulin [34]. Masnokiselinski profil pojedinca uslovljen je navikama u ishrani, zivotnim
stilom i metaboli¢ckim varijablama. FADS1 i FADS2 polimorfizmi povezani su sa nepovoljnim
odnosom eikozapentaenske Kiseline i arahidonske kiseline (EPA/AA) u eritrocitima i doprinose
razvoju MetS [35]. Kod osoba sa dijagnostikovanim MetS u plazmi su zabelezene visa koncentracija
zasi¢enih MK i niza koncentracija polinezasi¢cenih MK nego kod osoba kod kojih MetS nije
dijagnostikovan. Sto se pojedinaénih MK ti¢e, koncentracija 14:0, 16:0, 16:1n-7, kao i smanjena
aktivnost enzima A5 desaturaze i povecane aktivnosti A6 i A9 desaturaza primecene su kod pacijenata
sa MetS, dok je koncentracija linolne kiseline (LA, 18:2n-6) bila niza nego kod kontrolne grupe. Sa
druge strane, u ve¢em broju studija nije primeéena znacajna razlika u zastupljenosti mononezasi¢enih
MK i dugolan¢anih polinezasi¢enih MK [36—-38]. Ovo sugerise da pojedine MK plazme i njihove
koncentracije mogu biti prediktori MetS.



1.2.1 Masne kiseline

Masne kiseline (MK) su ugljovodoni¢ni lanci na ¢ijem se jednom kraju nalazi metil grupa, a
na drugom karboksilna grupa. Sadrze od 4 do 28 atoma ugljenika (Tabela 1) i klasifikuju se prema
broju dvostrukih veza. Zasi¢ene masne kiseline (SFA, engl. Saturated Fatty Acid) ne sadrze dvostruke
veze u ugljovodoni¢nom lancu, mononezasi¢ene (MUFA, engl. Monounsaturated Fatty Acid) sadrze
jednu, dok polinezasi¢ene PUFA (engl. Polyunsaturated Fatty Acid) sadrze dve ili viSe dvostrukih
veza [39].

Tabela 1. Najvaznije masne kiseline zastupljene u Zivotinjskim mastima

Trivijalni naziv Hemijski naziv Skraéena
oznaka
Zasicene MK
Buterna Butanska 4:0
Kapronska Heksanska 6:0
Kaprilna Oktanska 8:0
Kaprinska Dekanska 10:0
Laurinska Dodekanska 12:0
Miristinska Tetradekanska 14:0
Palmitinska Heksadekanska 16:0
Stearinska Oktadekanska 18:0
Arahinska Eikozanska 20:0
Behenska Dokozanska 22:0
Lignocerinska Tetrakozanska 24:0
Mononezasicene MK
Palmitoleinska cis-9-dekaenska 16:1, n-7
Oleinska cis-9-oktadekaenska 18:1, n-9
Vakcenska cis-11-oktadekaenska 18:1, n-7
Gadoleinska cis-9-eikozaenska 20:1, n-7
Eru¢na cis-13-dokozaenska 22:1,n-9
Cetoleinska cis-11-dokozaenska 22:1,n-11
Nervonska cis-15-tetrakozaenska 24:1,n-9
Polinezasicene MK
Linolna cis-9,12- 18:2, n-6
oktadekadienska
y-linolenska cis-6,9,12- 18:3, n-6
oktadekatrienska
a-linolenska cis-9,12,15- 18:3, n-3
oktadekatrienska
Dihomo-y-linolenska cis-8,11,14- 20:3, n-6
eikozatrienska
Arahidonska cis-5,8,11,14- 20:4, n-6
eikozatetraenska
Eikozapentaenska cis-5,8,11,14,17- 20:5, n-3
eikozapentaenska
Dokozapentaenska cis-7,10,13,16,19- 22:5,n-3
dokozapentaenska
Dokozaheksaenska cis-4,7,10,13,16,19- 22:6, n-3
dokozaheksaenska
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PUFA se dalje dele na osnovu pozicije prve dvostruke veze pocevsi od metil (o) kraja. Ovom
klasifikacijom masne kiseline se dele na slede¢e familije: omega-3 (n-3), omega-6 (n-6), omega-7 (n-
7) i omega-9 (n-9). NezasiCene masne kiseline se sintetiSu uvodenjem dvostrukih veza u
masnokiselinske lance pomoc¢u enzima A12 i A15 desaturaza [40]. Sisari ne poseduju enzime za de
novo sintezu PUFA, zbog ¢ega nisu u moguénosti da sintetiSu n-3 i n-6, pa se stoga ove masne kiseline
smatraju esencijalnim i neophodno ih je unositi ishranom [41].

Sinteza n-3 dugolancanih masnih kiselina (LC-PUFA engl. Long Chain PUFA) pocinje od a-
linoleinske kiseline (ALA, 18:3n-3), koja se dejstvom elongaze 5 i A6 desaturaze dalje prevodi do
eikozapentaenske kiseline (EPA, 20:5n-3), a nakon nje dejstvom elongaze 2 i A4 desaturaze do
dokozaheksaenske kiseline (DHA, 22:6n-3) [42]. S druge strane, sinteza dugolanc¢anih n-6 masnih
kiselina kre¢e od linolne kiseline (LA, 18:2n-6) koja se prvo, dejstvom ve¢ pomenutih elongaza i
desaturaza, prevodi u arahidonsku kiselinu (AA, 20:4n-6), a potom dalje do dekozapentaenske (DPA,
22:5n-6) kiseline (Slika 2) [41].

Sve navedene desaturaze pokazale su veci afinitet ka n-3 derivatima. lako sisari poseduju
enzime koji mogu konvertovati ALA u EPA i DHA, i dalje ih je neophodno unositi ishranom jer je
ovaj vid sinteze u jetri veoma ograni¢en. Pojedine studije su pokazale da se ALA moze konvertovati
u EPA u prinosu do 8%, dok je konverzija u DHA gotovo zanemarljiva < 0,1% [43]. LC-PUFA su
daleko aktivnije od svojih prekursora i njihov balansiran odnos neophodan je za odrzanje homeostaze.
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Slika 2. Sinteza dugolan¢anih n-3 i n-6 PUFA, kao i pro- i anti-inflamatornih eikozanoida. PG — prostaglandin,

TX —tromboksan, LT — leukotrien

1.2.2 Uloga polinezasi¢enih masnih kiselina u procesu inflamacije

Uloga PUFA je visestruka. Glavna su gradivna komponenta fosfolipida koji ulaze u sastav
¢elijskih membrana, a ujedno ucestvuju i u imunskom odgovoru [44]. PUFA su prekursori
eikozanoida, signalnih molekula koji su ukljuceni u pokretanje, intenzitet i trajanje inflamatornog
odgovora. Eikozanoidi nastali sintezom od n-6 PUFA deluju pro-inflamatorno, dok oni ¢iji su
prekursori n-3 PUFA imaju anti-inflamatorno dejstvo. Zbog toga dijetarni unos n-6 i n-3, kao i njihov

izbalansiran odnos, moze znac¢ajno da uti¢e na patogenezu i manifestaciju mnogih hroni¢nih oboljenja

koja su povezana sa ,.tthom* inflamacijom [42].

Lipoksigenazni (LOX) i ciklooksigenazni (COX) posredovan metabolizam AA klju¢na je
tacka u pokretanju vec¢ine inflamatornih bolesti. Dejstvom LOX i COX na AA i EPA dolazi do
produkcije klase jedinjenja poznatih kao eikozanoidi, molekula u koje spadaju prostaglandini (PG),
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tromboksani (TX), leukotrijeni (LT) epoksidi i oksilipini (Slika 2) [45]. Pro-inflamatorni leukotrijeni
serije 4 i prostangladini serije 2 su derivati AA. Sa druge strane EPA se dejstvom ova dva enzimska
kompleksa prevodi do leukotrijena serije 5, prostaglandina serije 3 i tromboksana. EPA i DHA su
prekursori i1 za sintezu protektina i resolvina koji vode ka smanjivanju upalnih procesa, dok svi
metaboliti AA imaju pro-inflamatorno dejstvo [46].

Desaturaze su pokazale veci afinitet za n-3 masne kiseline, zbog ¢ega povecan unos ALA
moze dovesti do inhibicije sinteze AA iz LA i smanjenja proizvodnje pro-inflamatornih metabolita
n-6 metabolickog puta. Ovo ujedno vodi i ka povecanoj sintezi metabolita n-3 signalnog puta Sto
rezultira smanjenjem inflamacije i faktora rizika za razvoj kardiovaskularnih bolesti (KVB) (Slika 2)
[47,48].

Imunske i inflamatorne ¢elije interaguju putem interleukina (IL), interferona, faktora nekroze
tumora (TNF) i drugih proteina ¢ija ekspresija raste tokom upalnih procesa. Do sada je okarakterisano
preko 60 IL, sintetisanih od strane razli¢itih ¢elija, od kojih su prvobitni IL-1 i IL-2 pronadeni u
monocitima i leukocitima [49]. Povisen nivo TNF-a, IL-6 i CRP (C reaktivnog proteina) u plazmi
moze biti indikator povecanog rizika od infarkta miokarda. Povisene koncentracije TNF-o i IL-6 u
krvi javljaju se kod pacijenata sa hroni¢nom inflamacijom koju izazivaju oboljenja poput dijabetesa
tipa 2, razli¢itih tipova insulinske rezistencije i MetS [50-52].

Iako se najcesce eksprimira kao odgovor na povecanu inflamaciju, IL-6 u nekim slucajevima
pokazuje anti-inflamatorno dejstvo, poput izoforme koja se sintetise u misi¢ima i koja deluje kao anti-
inflamatorni citokin, a ¢ija funkcija nije jo§ u potpunosti razja$njena [53]. Takode, postoje i
interleukini, poput IL-1ra, IL-2 i IL-10, ¢ija je uloga iskljucivo anti-inflamatorna. Sinteza TNF-a i
drugih citokina, bilo da su oni pro- ili anti-inflamatorni, moze biti regulisana pojedinim klasama
eikozanoida poput prostangladina, leukotrijena i tromboksana koji se, kao $to je ve¢ napomenuto,
sintetisu iz AA, EPA i DHA. Kako bi se smanjila upala vazno je da ovaj odnos bude pomeren u
pravcu n-3 metabolita [54]. Preporuceni dnevni unos n-6:n-3 MK je 1:1 do 4:1, medutim, kod velikog
dela populacije, pogotovo kod onih ¢ija se ishrana zasniva na zapadnjackoj (engl. Western Diet) taj
odnos je 15-20:1, dok je kod americke populacije ¢ak 25:1 [55].

1.3 Oksidativni stres

Redoks homeostaza igra bitnu ulogu u ocuvanju zdravlja ¢elija 1 predstavlja fundamentalnu
odrednicu fizioloskih procesa. Zasniva se na odrzanju balansa izmedu proizvodnje prooksidanata i
aktivnosti sistema antioksidativne zasStite. Oksidativni stres je stanje do kog dolazi kada koncentacija
prooksidanata prevazide kapacitet antioksidativne zastite [56].

Reaktivne kiseoni¢ne vrste (ROS) i reaktivne vrste azota lako reaguju sa ve¢inom bioloskih
makromolekula, uklju¢ujuéi ugljene hidrate, proteine, nukleinske kiseline i lipide, dovode¢i do
njihove oksidativne modifikacije S$to na kraju rezultuje gubitkom funkcije. One nastaju od
molekularnog kiseonika i azota kao rezultat normalnog ¢elijskog metabolizma. Ukoliko sadrze jedan
ili vise nesparenih elektrona ovi molekuli spadaju u grupu slobodnih radikala [57], dok drugu grupu
¢ine neradikalske vrste. U vrste od najveceg fizioloSkog znacaja ubrajaju se superoksid anjon radikal
(O27), hidroksil radikal ("OH), azot monoksid radikal (NO"), azot dioksid radikal (NOy"), dok od
neradikalskih treba pomenuti vodonik peroksid (H202), hipohloridnu kiselinu (HOCI) i peroksinitrit
(ONOO") [58]. Akumulacija telesnih masnoca, posebno lipida u jetri, moze povecati inflamaciju i
izazvati proizvodnju ROS ¢ime se gojaznost dovodi u direktnu vezu sa sistemskim povecanjem
oksidacionog stresa [59].



Prekomerna akumulacija slobodnih radikala dovodi do narusavanja redoks balansa [56].
Interakcija slobodnih radikala i nezasi¢enih veza PUFA dovodi do peroksidacije. U prisustvu
kiseonika generisani lipidni radikal stvara perokside, koji su sami nestabilni i reaktivni i pokreéu
autokataliticki lanac daljih radikalskih reakcija (Slika 3), Sto moZe rezultirati ozbiljnim oSte¢enjema
membrana, organela i ¢elija [60].

LH+R > L +RH
L +0; > LOO’
LOO" + LH = LOOH + L'

LOOH = LO™ + LOO" + aldehidi

Slika 3. Lipidna peroksidacija u prisustvu slobodnih radikala. L — lipidni lanac PUFA. R" — slobodni radikal;
L — generisani PUFA radikal; LOO" — peroki radikal; LOOH — lipidni vodonikperoksid; LO" — lipidni oksi
radikal

1.3.1 Sistemi antioksidativne zastite

Budu¢i da peroksidacija kao krajnji ishod moze imati gubitak integriteta ¢elijske membrane
[61], prisustvo antioksidanasa je od izrazitog znacaja. Antioksidansi su molekuli koji potpomazu
eliminaciju slobodnih radikala i tako sprecavaju ili smanjuju oksidativni stres, a samim tim i
potencijalna oste¢enja biomolekula. Mogu se podeliti na enzimska i neenzimska endogena jedinjenja,
ukoliko ih organizam sam stvara, kao i na egzogene antioksidanse koji se unose ishranom [57].

Organizam sam sebe stiti od oksidativnih osteCenja sintezom enzimskih antioksidanasa.
Primeri su superoksid dizmutaza (SOD), katalaza, glutation peroksidaza (GPx) i paraoksonaze
(PON). Oni smanjuju nivo vodonik peroksida (Slika 4) i stoga imaju veliki znacaj na prevenciju
lipidne peroksidacije [62]. Sva cetiri enzima su metaloenzimi. Ukoliko je SOD zastupljena u
citoplazmi kao kofaktore sadrzi bakar i cink, dok je mitohondrijska SOD mangan zavisna [63]. Kao
tre¢a izoforma prisutna je i ekstracelularna SOD, koju ¢elije sekretuju u ekstracelularni prostor i jedini
je poznat antioksidativni enzim koji uklanja O2™ u ekstracelularnom prostoru [64]. Katalaza je
hemoprotein, najve¢im delom zastupljen u peroksizomima, dok je GPx selenoprotein zastupljen u
citosolu i mitohondrijama [63]. PON se javlja u tri izoforme PON1, PON2 i PON3 koje su zastupljene
u serumu, i predstavljaju kalcijum-zavisne hidroliti¢ke enzime. Ovi enzimi hidrolizuju razliite tipove
supstrata poput aril-estara, fosfotriestara, laktona i tiolaktona, ali su njihovi fizioloski supstrati i dalje
nepoznati [65]. Reakcije katalizovane ovim enzimima prikazane su na Slici 4.

SOD (Mn/Cu/Zn) 0;” - H.0,
CAT (Fe®™) H:02 = Oz + H,0
GPx (Se) H.0, + GSH - GSSG + H;0

Slika 4. Enzimski antioksidansi i reakcije koje katalizuju. SOD — superoksid dizmutaza; CAT — katalaza; GPx
— glutation peroksidaza



Osim pra¢enja enzimske aktivnosti, oksidativni stres se moZe meriti i praenjem koncentracija
biomarkera nastalih procesima oksidacije, poput uznapredovalih proizvoda oksidacije proteina
(AOPP), ishemijski modifikovanog albumina (IMA) i malondialdehida (MDA) [66]. U AOPP
spadaju oksidativno modifikovani produkti proteina koji sadrze ditirozin, pentozitin i proteinske
produkte sa karbonilnom grupom. Ova jedinjena najceS¢e su generisana direktnom oksidacijom
lizinskih, argininskih, treoninskih i prolinskih aminokiselinskih ostataka od strane ROS ili su nastala
tokom mijeloperoksidazne aktivnosti tokom oksidativnog stresa. Povisena AOPP koncentracija
zabelezena je kod pacijenata sa bolestima jetre i bubrega [67].

Hidroksi radikali generisani od strane ROS mogu dovesti do konformacionih promena na N
kraju albumina $to za posledicu ima proizvodnju IMA. IMA je jedan od markera infarkta miokarda,
a njegova povisena koncentracija zabelezena je i kod hroni¢nih bolesti jetre [68]. MDA je jedan od
krajnjih proizvoda peroksidacije PUFA i do njegove prekomerne produkcije dolazi tokom porasta
koncentracije slobodnih radikala u organizmu. Predstavlja opSte poznati biomarker za odredivanje
oksidativnog stresa i antioksidativnog statusa kod pacijenata sa razli¢itim tipovima kancera,
multiplom sklerozom i drugim bolestima [69—71]. Redoks balans se jo§ moze pratiti merenjem
totalnog antioksidativnog statusa (TAS), totalnog oksidativnog statusa (TOS) ili izratunavanjem
indeksa oksidativnog stresa (OSI) koji predstavlja odnos TOS/TAS [72]. Od nedavno, u radovima se
srece 1 globalni indikator oksidativnog stresa (OXY-SCORE) ¢ija se vrednost dobija kombinovanjem
pojedina¢nih markera oksidativnih osteenja i antioksidativnog kapaciteta. Racuna se preko
jednacine:

OXYSCORE = SrVrednost (ANTIOXik — OXYim)n

Gde je n — oznaka eksperimentalne grupe, i — pojedina¢na vrednost antioksi skorova, k — parametri
vezani za antioksi biomarkere i m — parametri vezani za oksi biomarkere [73]. Drugim recima,
OXYSCORE se racuna kao srednja vrednost razlike svih antioksidantnih i prooksidantnih parametara
grupe n.

Primeri prirodnih antioksidanasa su vitamini C, E i A, flavonoidi, karotenoidi, glutation,
melatonin, bilirubin, poliamini ipolifenoli. Neki od njih su hidrosolubilni i kao takvi najvise prisutni
u citosolu, dok se ostali, liposolubilni, najéesce srecu u éelijskim membranama [74]. Hidrosolubilni
antioksidansi poput vitamina C, svoje antioksidativno dejstvo ispoljavaju u unutaréelijskoj i
vancelijskoj sredini, eliminacijom ROS, dok liposolubilni, poput vitamina E 1 A Stite membrane od
oksidativnih ostecenja [75]. Karotenoidi i polifenoli reaguju tako $to inaktiviraju sam nastanak ili
deaktiviraju ve¢ nastale slobodne radikale (peroksil radikal, hidroksil radikal, superoksid anjon
radikal) i njihove prekursore. NajéesS¢e deluju kao hvataci radikala u lancanim reakcijama
peroksidacije, ¢ime se dalja inicijacija prekida [76].

Generalno, svi prirodni antioksidansi, posebno polifenoli i karotenoidi, pokazuju Sirok spektar
bioloskih efekata, poput anti-inflamatornog, antibakterijskog i antivirusnog dejstva. Njihov
svakodnevni unos dovodi do prevencije starenja i smanjuje faktor rizika za razvoj razlicitih tipova
kancera [77].

1.4 Animalni model metaboli¢kog sindroma

Jedan od glavnih problema humanih studija je heterogenost grupe koja poti¢e od razli¢itih
genetskih predispozicija, etnickog porekla, zivotnih navika, kulturoloSkih razlika, religijskih
uverenja, kao i ostalih faktora spoljasnje sredine. Sve to moze biti razlog izostanka uporedivih i
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pouzdanih rezultata, uprkos desetinama godina istrazivanja i znacajnim ulozenim resursima. OSim
toga, humane studije su ¢esto povezane sa problemom eti¢nosti, narucito kada su u pitanju ispitivanja
efikasnosti i bezbednosti potencijalnih lekova i razli¢itih klini¢kih intervencija. Zbog toga se javila
potreba za model sistemima koji ¢e sluziti kao brzi skrininzi za terapiju ili nutritivnu intervenciju i za
nekoliko meseci dati rezultate na osnovu kojih se sti¢e uvid u to da li neka ideja ima perspektivu za
dalja klinic¢ka ispitivanja i ulaganja.

Veliki broj istrazivanja usmeren je na animalne modele, prvenstveno na miseve i pacove. Dok
je Sprague-Dawley soj pacova pokazao veliku razliku u lokomotornim sposobnostima izmedu
pojedinac¢nih jedinki, pri ¢emu su visoko aktivne jedinke otpornije na razvoj gojaznosti usled
prilagodene ishrane u odnosu na slabo aktivne [78], Wistar soj se pokazao kao uniformniji model, pa
samim tim i pogodniji za prouc¢avanje MetS. Parametri MetS kod Wistar pacova sli¢ni su onima Kkoji
se dijagnostikuju kod ljudi sa ovim sindromom, dok je njihovu indukciju moguce posti¢i nutritivnom
intervencijom koja oponasa ljudsku ishranu. Osim toga, pacovi su kao vrsta pogodni za ovaj tip
studije jer se relativno lako uzgajaju i razmnozavaju.

Kod pacova se MetS najceS¢e indukuje uvodenjem ishrane sa visokim sadrzajem Secera,
visokim procentom masti ili kombinacijom dijete koja sadrzi i masti i Secere [79]. Najcesce se koristi
model u kom se prosti Seceri poput fruktoze i saharoze kombinuju sa visokim procentom masti i koji
imitira model nezdrave ,,zapadnjacke* ishrane [80]. Podaci iz literature ukazuju na to da postoje
razli¢iti odnosi Secera i masti koji se koriste u ishrani, zatim razli¢ita starosna dob pacova na pocetku
eksperimenta, kao i razlika u trajanju tretmana, koji se kre¢u u rasponu od dve nedelje do ¢ak Sest
meseci [81-84]. Zbog toga, definisana univerzalna ishrana koja bi dovela do indukovanja MetS, kao
ni saglasnost o duzini trajanja tretmana i dalje ne postoje.

1.5 Metabolizam masti

1.5.1 Biosinteza masti

Masne kiseline su primarna komponenta triglicerida i fosfolipida, a njihova sinteza se odvija
prvenstveno u jetri, a potom i u masnom tkivu, plu¢ima i mozgu. Acetil-CoA je prekursor za sintezu
MK i nastaje oksidacionom dekarboksilacijom piruvata, nastalog razgradnjom aminokiselina i §ecera,
a moze biti i produkt B oksidacije [85], koji se dalje ireverzibilnim procesom u prisustvu acetil-CoA
karboksilaze prevodi do manoil-CoA [86]. Oba molekula se kovalentno vezuju za po jednu
sulthidrilnu grupu acil noseéeg proteina (engl. Acyl Carrier Protein, ACP) nakon ¢ega nastaju acetil-
ACP i malonil-ACP. Obe grupe aktiviraju se tioestrom $to ih ¢ini dostupnim za dalje delovanje
sintaza [87]. Masnokiselinske sintaze su enzimi koji katalizuju dalju elongaciju masnokiselinskog
lanca putem reakcije od Cetiri koraka (elongacija, redukcija, dehidratacija i ponovna redukcija). U
svakom koraku acil lanac se produzava za dva ugljenikova atoma koje donira aktivirani malonat uz
oslobadanje CO2. Ovaj ciklus se ponavlja do sinteze palmitinske kiseline koja se dejstvom tioesteraze
oslobada u citosol [88] nakon ¢ega se daljim dejstvom elongaza prevodi do LC-PUFA i/ili pakuje sa
apoliproteinima u VLDL i transportuje do adipocita. Sinteza LC-PUFA i njihovih daljih metabolita
detaljnije je opisana u poglavlju 1.2.1.

1.5.2 Unos masti ishranom i njihov transport

Masti unete ishranom dospevaju do tankog creva, gde se dalje pomoc¢u Zucnih kiselina
emulguju kako bi bile lakSe dostupne digestivnim lipazama. Zuc¢ne kiseline su prirodni emulgatori
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koji se sintetisu iz holesterola u jetri, a skladiSte u zu¢noj kesi. Nakon obroka bogatog mastima luce
se u lumen tankog creva i rastvaraju lipide na sitnije kapljice, omogucujuéi lipazama da deluju.
Dejstvom lipaza oslobadaju se masne kiseline i monogliceridi, Sto omogucava dalju apsorpciju masti
[89]. Lipidi apsorbovani od strane epitela se vrac¢aju u formu TG, a potom pakuju sa holesterolom i
specificnim proteinima (apolipoproteinima) u lipoproteine razli¢ite gustine i funkcije [90].
Hilomikroni su lipoproteinske partikule najmanje veli¢ine i proizvode ih ¢Eelije epitela tankog creva
[91]. Imaju ulogu u daljem transportu TG unetih ishranom do masnog tkiva gde mogu biti skladiSteni
u vidu energetskog depoa ili do drugih tkiva gde ¢e se B oksidacijom proizvesti potrebna energija.
ApoC 11 koji ulazi u sastav hilomikrona aktivira lipaze u kapilarima, adipocitima i misi¢ima i tako
omogucava oslobadanje MK u ova tkiva. Nakon transporta TG, ostaci hilomikrona, koji i dalje sadrze
holesterol i apoproteine, transportuju se do jetre, gde ih ona preuzima endocitozom zahvaljujuci
prepoznavanju od strane apoE receptora, nakon ¢ega se razgraduju [92].

Ukoliko ishrana sadrzi viSe masti nego §to je potrebno za zadovoljavanje energetskih potreba
organizma jetra ih prevodi u TG i pakuje u lipoproteinske ¢estice vrlo niske gustine (engl. Very Low-
Density Lipoprotein, VLDL), koje osim TG sadrze i odredenu koli¢inu holesterol estara. VLDL
prenosi TG do ostalih tkiva, a najve¢im delom do adipocita koji ih skladiste [93]. Produkcija VLDL
je povecana i kod ishrane sa velikim koli¢inama S$ecera, jer dovodi do de novo lipogeneze [94].
Predajom TG tkivima, jezgro VLDL se smanjuje i prelazi u IDL (engl. Intermediate-Density
Lipoprotein, IDL), cestice koje preuzima jetra vezivanjem za ApoB-100 i ApoE ili u prisustvu
hepati¢ne lipaze gube ApoE i prelaze u LDL. LDL ima ulogu u prenosu holesterola do razli¢itih tkiva,
a komunikaciju ostvaruju putem ApoB-100 proteina i njegovog receptora, koji kod VLDL ¢estica
nije izloZen, pa je samim tim i nedostupan za meducelijsku komunikaciju. Poveé¢ana koncentracija
LDL u krvi posledica je povecane koncentracije holesterola, koji preostaje nakon §to su cCelije
zadovoljile svoje energetske potrebe za istim i moze dovesti do formiranja ateroskleroznih plakova
koji vode ka daljem razvoju aterosklerozne patologije, zbog Cega se visok nivo ovog parametara
smatra nepovoljnim [95].

U poslednju klasu lipoproteinskih ¢estica spada HDL, zastupljen u jetri i tankom crevu,
karakteristi¢an po tome §to je za razliku od prethodnih klasa izrazito bogat proteinima. Njegova uloga
je da skuplja holesterol iz ostataka hilomikrona i VLDL, gradi holesterol estre i transportuje ih u jetru
gde Ce biti razgradeni ili prevedeni u zZucne kiseline, smanjujuci tako nivo holesterola u cirkulaciji
[96], pa se njegove visoke koncentracije u krvi smatraju pozitivnim, dok je smanjenje njegove
koncentracije karakteristi¢no za odredena pogorsanja zdravstvenog stanja, ukljucujuéi i MetS [97].

Kao §to je napomenuto, jetra predstavlja centralni organ metabolizma masnih kiselina, koje u
nju dospevaju preuzimanjem iz plazme ili de novo sintezom. Kod duZe izloZenosti ishrani sa visokim
sadrzajem masti 1 prostih Secera, koja najceSce rezultira gojaznoS¢u, dolazi do promena u
metabolizmu MK §to dovodi do nakupljanja TG unutar hepatocita i razvoja nealkoholne masne jetre
(engl. Nonalcoholic Fatty Liver Disease, NAFLD) [98]. Prisustvo NAFLD dovodi do poremecaja u
metabolizmu glukoze, $to ukljucuje povecanje nivoa glukoze u krvi i insulinsku rezistenciju. Takode,
ono utice na metabolizam masnih kiselina, uzrokuju¢i povecanu sintezu i smanjenu razgradnju masti
u jetri. Pored toga, NAFLD izaziva dislipidemiju, odnosno povecanje koli¢ine triglicerida i LDL
holesterola, uz smanjenje koli¢ine HDL holesterola. Ove promene su pracene hronicnom
inflamacijom u jetri i pove¢anim rizikom za razvoj kardiovaskularnih bolesti i MetS [99].
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1.6 Metabolizam fruktoze

Fruktoza je Secer koji je prirodno zastupljen u voéu, voénim sokovima, pojedinom povréu i
medu. Gradivni je element saharoze, “belog” Secera, a takode je glavna komponenta visoko-
fruktoznog kukuruznog sirupa koji se koristi kao zasladiva¢ u industriji hrane i napitaka [100].
Fruktoza se unosi iz lumena tankog creva putem GLUTS5 transportera [101], a potom se dejstvom
kinaza i aldolaza prevodi do gliceraldehida i dihidroksiaceton fosfata. Gliceraldehid se dalje
fosforilizuje u prisustvu trioza kinaze do gliceraldehid-3-fosfata (GAP). GAP i drugi trioza fosfati se
mogu metabolisati do laktata i acetil-CoA koji se oksiduje ili, kod unosa koji prevazilazi energetske
potrebe organizma, koristi za liponeogenezu i deponovanje masti [102]. Visak GAP moze se i
glukoneogenezom metabolisati do glukoze, Sto dovodi do povecanja njene koncentracije u krvi, §to
je izrazito opasno za ljude sa dijabetesom, zbog ¢ega unos fruktoze mora biti u kontrolisanim dozama
[103] (Slika 5).
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Slika 5. Unos fruktoze i njen metabolizam u tankom crevu i jetri. Fruktoza se unosi iz creva putem GLUT5
transportera i u prisustvu razli¢itih klasa enzima prevodi do gliceraldehid-3-fosfata. Ukoliko je unos fuktoze
prekomeran dolazi do sinteze masnih kiselina i njihovog deponovanja u jetri §to naj¢esée rezultuje steatozom.
Gliceraldehid-3-fosfat se dalje moze prevesti do glukoze i dovesti do povecanja njene koncentracije u
krvotoku. U jetri visak fruktoze dovodi do liponeogeneze i moze rezultovati steatozom.

Prekomerna konzumacija fruktoze uti¢e na lipidni metabolizam, dovodi do povecanja de novo
lipogeneze i smanjenja B oksidacije u jetri, $to rezultira steatozom i povecanjem nivoa TG u
cirkulaciji u vidu VLDL [104]. U jetri fruktoza aktivira transkripcione faktore ChREBP (engl.
Carbohydrate-Responsive Element-Binding Protein) i SREBP1c (engl. Sterol Regulatory Element-
Binding Transcription Factor 1c) [105]. ChREBP igra klju¢nu ulogu u metabolizmu lipida i ugljenih
hidrata, koordinisu¢i fruktolizu, glikolizu, glukoneogenezu, lipogenezu, povecava ekspresiju apoC-
III (inhibitora lipoproteinske lipaze 1 “Cistac¢a” lipoproteinskih ostataka) u jetri, Sto dalje dovodi do
povecéanja njegove koncentracije u plazmi, a takode aktivira i sekreciju VLDL. Osim toga, ChREBP,

uti¢e i na ekrpresiju GLUTS u tankom crevu, ¢ime se reguliSe sam unos fruktoze [106]. SREBP1c
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indukuje de novo lipogenezu, a njegovu sintezu regulisu nutrijenti i hormoni. lako fruktoza ne
stimuliSe lucenje insulina, njeno dugotrajno konzumiranje moze dovesti do hiperinsulinemije $to
dalje dovodi do povisene ekspresije 1 aktivacije SREBP1c u jetri. Takode SREBP1c se moze aktivirati
i samom fruktozom [107].

1.7 Polifenoli

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka koji su prirodno zastupljeni u vocu, povréu i
zitaricama. Pojedine vrste voca, poput grozda, jabuka, kruSaka, visanja i bobicastog voca sadrze 200-
300 mg polifenola na 100 g svezih plodova. Proizvodi dobijeni iz ovog voca takode sadrze polifenole
u znacajnim koli¢inama [108]. Pored svoje antioksidativne aktivnosti, polifenoli su pokazali mnoge
druge benefite po opste zdravlje. Veliki broj istrazivanja pokazao je da redovno konzumiranje hrane
I napitaka bogatih polifenolima doprinosi regulaciji glukozne homeostaze i osetljivosti na insulin
[109], utiCe preventivno na razvoj razliitih tipova kancera, kardiovaskularnih i neurodegenerativnih
bolesti kao i dijabetesa tipa 2 [110,111]. Takode su brojne animalne i humane studije dokazale
pozitivno dejstvo polifenola na redukciju simptoma MetS [112] kao i prevenciju njegovog razvoja
[113].

1.7.1 Polifenoli crne ribizle i drenjine

Crna ribizla (CR) je drvenasta biljka koja vodi poreklo iz severnog dela Evrope i severne i
centralne Azije. Zbog visokog sadrZaja soka, intenzivne boje i1 organoleptic¢kih svojstava, plodovi
crne ribizle su od velikog znacaja za prehrambenu industriju [114]. Bobice crne ribizle sadrze razli¢ite
polifenolne komponente koje imaju pozitivan uticaj na ljudsko zdravlje [115]. Posebno su bogate
antocijaninima, proantocijanidinima, kvercetinom, miricetinom, izorhamnetinom i fenolnim
kiselinama. Ova jedinjenja su pokazala inhibitorno dejstvo na razvoj odredenih tipova karcinoma,
kardiovaskularnih poremecaja, kao i poremecaja koji se dovode u vezu sa inflamacijom [116-118].

Drenjina (D) je zbunasta biljka, koja se srece u isto¢nim i juznim regionima Evrope, kao i u
zapadnoj Aziji [119]. Ova biljka rada crvene bobice, slatko-kiselog ukusa, koje su bogate
polifenolima i drugim bioaktivnim jedinjenjima sa farmakoloskim i terapijskim efektima, i kao takva
se od davnina koristi u srpskoj narodnoj medicini [120]. Plodovi drena takode predstavljaju bogat
izvor polifenola i drugih bioaktivnih jedinjenja, prvenstveno antocijana i iridoida, koji su u
dosadasnjim studijama pokazali antiarterogena, anti-inflamatorna i neuroprotektivna svojstva [121].
Zbog svojih potencijalnih zdravstvenih efekata na razlidite tipove oboljenja, efekti obe vrste bobica
se sve vise ispituju.

Kao $to je ve¢ napomenuto, plodovi obe biljke sadrze razlicite bioloski aktivne fitohemikalije,
poput fenola, organskih kiselina i vitamina [122,123]. Studije su pokazale da suplementacija
proizvodima od crne ribizle i drenjine mozZe dovesti do ublazavanja odredenih parametara MetS poput
hiperglikemije, hipertenzije, dislipidemije i gojaznosti [124,125]. Cak su i kratkorogne
suplementacije gojaznih ispitanika ekstraktom CR, u trajanju sedam do osam dana, pokazale zna¢ajno
poboljsanje osetljivosti na insulin i redukciju sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska u poredenju sa
placebo grupom [126]. Ovo je vazno jer relativno mala smanjenja sistolnog (10-12 mmHg) i
dijastolnog pritiska (5-6 mmHg) mogu smanjiti rizik od razvoja koronarnih sr¢anih bolesti za 16%, a
od od sr¢anog udara za cak 40% [127]. Takode, visoke koncentracije antocijana i iridoida u bobicama
drenjine i njihovo sinergisticko dejstvo mogu uticati na prevenciju razvoja ateroskleroze [128]. Ova
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kardioprotektivna uloga polifenola moze se pripisati njihovom uticaju na oksidativni stres i
inflamaciju [129]. Budu¢i da je za polifenole dobro poznato da pokazuju antioksidativno dejstvo,
konzumacija ova dva soka moze da bude korisna za odrzanje redoks homeostaze organizma. Gojazne
osobe Cesto su izlozene hroni¢nim sistemskim inflamacijama niskog nivoa, do kojih dolazi usled
hroni¢nog sistemskog oksidativnog stresa [14]. Akumulacija masti predstavlja okida¢ za povecanje
koncentracije ROS u adipocitima do ¢ega najverovatnije dolazi usled stimulacije NOX i redukcijom
enzima antioksidativne zastite. IzloZenost masnog tkiva oksidativhom stresu nadalje dovodi do
smanjenja anti-inflamatornog adiponektina i povecanja sinteze inflamatornih citokina [130]. Oba ova
procesa dovode do naruSavanja insulinskog signaliziranja putem indukcije fosforilacije insulinskog
receptora i inhibicije translokacije glukoznog transportera 4 (GLUT4) i njegove genske transkripcije
Sto moze dovesti do razvoja insulinske rezistencije [131]. Sa druge strane, suplementacija odredenim
klasama polifenola moZze uticati na sintezu i sekreciju visfatina [132], leptina [133], adiponektina
[134] i drugih adipokina, ¢ime se uti¢e na regulisanje i prevenciju gojaznosti, kao i poremecaja koji
se sa njom dovode u vezu [135].
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2. CILJEVI

Opsti cilj:

Uspostaviti animalni model metabolickog sindroma i ispitati efekte konzumiranja mati¢nih sokova
crne ribizle i drenjine na prevenciju razvoja metabolickog sindroma kod pacova na ishrani obogac¢enoj
mastima i fruktozom.

Specifi¢ni ciljevi:

e odrediti podsoj Wistar pacova, Kyoto ili Hannover, koji je podlozniji razvoju metaboli¢kog
sindroma pod uticajem ishrane obogac¢ene mastima 25% (suncokretovo ulje) i fruktozom 20%
(HFHF ishrana),

e odrediti uzrast pacova, osam nedelja ili ¢etiri meseca, koji je podlozniji razvoju metabolickog
sindroma pod uticajem HFHF ishrane,

e odrediti duzinu trajanja nutritivnog tretmana HFHF ishranom, koja je potrebna za razvoj
animalanog modela metaboli¢kog sindroma,

e odrediti potrebu za dodavanjem farmakoliskih sredstava (holne kiseline) u HFHF ishranu, za
razvoj animalanog modela metaboli¢kog sindroma,

U slucaju da istrazivanja vezana za ostvarivanje prethodno navedenih ciljeva pokazu da HFHF
ishrana sama po sebi nije dovoljna za razvoj animalanog modela metaboli¢kog sindroma, predvideno
je da se u nastavku istrazivanja koristi HFHF ishrana dodatno modifikovana dodavanjem 0,1% holne
kiseline (HFF ishrana).

Ispitati efekte svakodnevnog desetonedeljnog konzumiranja 20% mati¢nih sokova crne ribizle i
drenjine na prevenciju razvoja metabolickog sindroma kod pacova na ishrani obogac¢enoj mastima i
fruktozom sa 0,1% dodatka holne kiseline na:

antropometrijske i biohemijske parametre,

vrednosti sistolnog i dijastolnog krvnog pritiska,

prevenciju razvoja insulinske rezistencije,

parametre oksidativnog stresa (enzime pro- i antioksidativne zastite) u plazmi, jetri i
masnom tkivu,

histopatoloske promene u jetri, pankreasu i masnom tkivu,

luéenje insulina i glukagona u pankreasu,

faktore inflamacije u jetri,

masnokiselinski profil ukupnih lipida jetre, masnog tkiva i plazme.
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3. MATERIJAL | METODE

3.1 Analiza sokova

3.1.1 Osnovne karakteristike sokova

U studiji su koris¢eni komercijalni mati¢ni sokovi od crne ribizle i drenjine. Sokovi su
nabavljeni od lokalnog proizvodaca i dostupni su u slobodnoj prodaji. Osnovne informacije o
nutritivnoj i energetskoj vrednosti sokova preuzete su sa etikete i prikazane u Tabeli 2.

Tabela 2. Nutritivna vrednost mati¢nih sokova crne ribizle i drenjine na 100 ml

Nutritivna vrednost Crnaribizla Drenjina
Ugljeni hidrati (g) 14 12

Masti (g) 1 0.19
Proteini (g) 0,3 0,48
Enetgetska vrednost (kcal) 63 52

1 kcal = 4,18 kJ

3.1.2. Analiza mikronutrijenata

U sertifikovanoj laboratoriji za kontrolu kvaliteta i kvantiteta robe “REA LAB” (d.o.0.
Beograd) uradena je analiza odabranih mikronutrijenata: vitamina C, kalijuma, kalcijuma,
magnezijuma i gvozda (Tabela 3).

Tabela 3. Koncentracija mikronutrijenata u sokovima crne ribizle i drenjine

Ispitivani parametar Crnaribizla Drenjina Oznaka metode
Vitamin C (mg/l) 60,8 ND DM-213

Gvozde (mg/kg) ND ND SRPS EN 16943:2017
Magnezijum (mg/kg) 70,7 86,3 SRPS EN 16943:2017
Kalcijum (mg/kg) 126,2 143,2 SRPS EN 16943:2017
Kalijum (mg/kg) 1959 2954 SRPS EN 16943:2017

ND — ispod granica detekcije

3.1.3 Odredivanje polifenolnog sastava sokova metodom HPLC-MS/MS

Za analizu su korisc¢eni sokovi crne ribizle i drenjine iz tri razli¢ite serije. Do upotrebe svi
uzorci sokova su ¢uvani u frizideru na temperaturi od 4 °C. Uzorci su centrifugirani pri 14 000 x g
tokom 5 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim filtrirani pomocu 0.45 pum filtera (Macherey-Nagel
GmbH & Co. KG, Diiren, Nemacka) pre daljih analiza.

HPLC-MS/MS analiza je vrsena prema metodi opisanoj od strane Debetic¢a i saradnika [136].
Za hromatografsko razdvajanje KoriS¢ena je Pursuit 3 PFP kolona dimenzija 150 x 4,6 mm sa
veli¢inom Cestica od 3 pm (Agilent Technologies, Amstelveen, Holandija). Podesen je protok od 800
Ml/min. Kao pokretna faza koriséen je rastvara¢ A (0,1% mravlja kiselina) i rastvara¢ B (acetonitril)
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uz primenu gradijentnog sistema eluiranja: 0 min/5%, 22 min/35%, 24 min/100% i 25 min/5%, nakon
Cega je sledilo 5 minuta ekvilibracije kolone sa 5% rastvaracem B. Injekciona zapremina sokova
iznosila je 5 ul (oba uzorka su pre analize razblazena 10 puta). Fotodiodna detekcija vrsena je u UV
rasponu od 200 nm do 400 nm. Nakon HPLC razdvajanja, eluent je uvoden u zagrejani elektrosprej
jonizacioni izvor (HESI) trokvadrupolnog masenog analizatora TSQ Quantum Access MAX (Thermo
Fisher Scientific Inc., San Jose, CA, SAD). MS analiza je vrSena u negativnom jonizacionom rezimu
uz slede¢e MS parametre: napon rasprsivanja 2500 V; temperatura vaporajzera 400 °C; temperatura
kapilare 300 °C; azot; sheath gas (50 jedinica) i auxiliary gas (10 jedinica); helijum; i kolizijski gas
pri pritisku od 1,5 mTorr. Integracija vrhova i kalibracija su radeni koris¢enjem LC Quan™ softvera.

3.1.4 Odredivanje ukupnih fenola, flavan-3-ola i antocijana u sokovima

Ukupna koncentracija fenola odredivana je pomocu brzog mikrotesta Folin-Ciocalteu-ovom
metodom [137]. Kao standard koris¢ena je galna kiselina (GAE). GAE i sokovi su razblazivani 50
puta, a zatim je u bunari¢e mikrotitar plocice pipetirano po 10 ul standarda i ispitivanog uzorka.
Usledilo je dodavanje 100 ul komercijalnog Folin—Ciocalteu reagensa i 80 ul 1 M Na,COs nakon
¢ega su rastvori inkubirani 60 minuta u mraku. Apsorpcija je merena na 630 nm (BIOTEK, Santa
Clara, CA, SAD, ELx800 Absorpcioni mikrotitar ¢ita¢) i izrazavana kao mg ekvivalenata galne
kiseline po litru soka (mg GAE/I). Kao slepa proba koris¢ena je destilova voda.

Odredivanje ukupnog sadrzaja flavan-3-ola radeno je pomoc¢u mikroeseja i p-
dimetilaminocinamaldehida (DMAC), metodom opisanom od strane Payne i saradnika [138]. Kao
standardni rastvor kori$éen je procijanidin B1. Za ovu analizu je sok od crne ribizle razblazen 100
puta, dok je sok od drenjine razblazen 10 puta. Zapremina od 50 ul uzorka i standarda, mesSana je sa
250 pl DMAC rastvora. Reakciona smes$a u mikrotitarskoj plocici o¢itavana je na 630 nm, na
temperaturi od 25 °C. Rezultati su izrazeni kao mg ekvivalenata procijanidina B1 po litru soka (mg
PB1E/l). Kao slepa proba koriscen je etanol.

Ukupan sadrzaj antocijana meren je diferencijalnom pH metodom, koja se zasniva na
sposobnosti antocijana da promene boju kod promene pH vrednosti. Navedeni protokol je opisan od
strane Diasonease i saradnika [139]. Pripremana su po dva razblaZzenja od oba soka, prvo u rastvoru
kalijum-hlorida (25 mM, pH 1,0) i drugo u acetatnom puferu (0,4 M, pH 4,5). Nakon 15 minuta
inkubacije apsorbanca je oc¢itavana na 510 nm i 700 nm na UV-vis J.P. SELECTA spektrofotometru
(Barselona, Spanija). Ukupan sadrzaj antocijana radunat je prema formuli:

sadrzaj antocijana (mg/l) = (A x MW x DF x 1000)/e x L
A = (Asio nm pH 1,0 — A700 nm pH 1,0) — (Asio nm pH 4,5 — A700 nm pH 4,5); MW = molekulska
masa cijanidin 3-galaktozida (484,84 g/mol); DF = faktor razblazivanja; € = molarna apsorptivnost

cijanidin 3-galaktozida u metanol/HCI (34.300 M~ x cm™); L = duzina puta svetlosti (1 cm).

Kao slepe probe koriS¢eni su rastvori bez dodatka soka.

3.1.5 Odredivanje pojedinacnih fenolnih komponenti u sokovima

Pojedinacna fenolna jedinjenja su identifikovana uporedivanjem njihovih retencionih
vremena i masenih spektara sa standardima. Njihovo kvantifikovanje je vrSeno pomocu eksternih
kalibracionih krivih generisanih integracijom povrsina apsorpcionih vrhova.
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3.2 Eksperimentalne Zivotinje i dizajn studije za razvoj animalnog modela
metaboli¢kog sindroma

Tokom svih eksperimenata uradenih u sklopu ove teze pacovi su boravili u kontrolisanom
okruzenju koje je karakterisala stabilna sobna temperatura (21 + 2 °C), vlaznost (55 £ 10%) i Smena
dana i no¢i od 12 sati svetla i 12 sati mraka.

Studija je sprovedena u skladu sa ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo
Experiments) protokolom za laboratorijske zivotinje, Nacionalnim zakonima o pravima Zivotinja
("SI. gl. RS" 41/09 1 39/10) 1 Direktivom 2010/63/EU. Dizajn studije je odobren od strane Etickog
komiteta Instituta za medicinska istrazivanja, Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerziteta u Beogradu i Uprave za veterinu Ministarstva poljoprivrede, Sumarstva i vodoprivrede
Republike Srbije. Broj eticke dozvole je 323-07-08846/2021-05, a datum izdavanja 10. septembar
2021. godine.

U studiji su koris¢eni muzjaci dva podsoja Wistar pacova Kyoto i Hannover, od svakog
podsoja dve starosne grupe: zivotinje stare 0sam nedelja, koje jo$ nisu usle u odrasli period i Zivotinje
stare Cetiri meseca, odrasle jedinke. Kyoto pacovi su gajeni u vivarijumu Instituta za medicinska
istrazivanja, Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu, dok su
Hannover pacovi poreklom iz Instituta za bioloska istrazivanja "SiniSa Stankovi¢", Instituta od
nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju, Univerziteta u Beogradu. Zivotinje iste starosti i podsoja
su nasumicno deljene u dve grupe, grupu koja je konzumirala standardnu hranu i grupu koja je
stavljena na modifikovanu ishranu sa visokim sadrzajem masti i fruktoze (engl. High-Fat High-
Fructose, HFHF). Sastav modifikovane hrane bio je: standardni mleveni pelet (50%) [140],
suncokretovo ulje (25%), fruktoza (20%) i voda (5%). Svi sastojci su pomeSani nakon ¢ega je smeSa
homogenizovana i ponovo peletirana. U eksperiment je uslo ukupno 48 Zzivotinja, podeljenih u osam
grupa od po Sest zivotinja (tri Zivotinje po kavezu): 1. grupa — Kyoto mladi na standardnoj ishrani
(KmK), 2. grupa — Kyoto mladi na HFHF ishrani (KmHFHF), 3. grupa — Kyoto odrasli na standardnoj
ishrani (KoK), 4. grupa — Kyoto odrasli na HFHF ishrani (KoHFHF), 5. grupa — Hannover mladi na
standardnoj ishrani (HmK), 6. grupa — Hannover mladi na HFHF ishrani (HmHFHF), 7. grupa —
Hannover odrasli na standardnoj ishrani (HoK), 8. grupa — Hannover odrasli na HFHF ishrani
(HoHFHF) (Shema 1). Nakon osam nedelja provedenih na eksperimentalnoj ishrani sve grupe su
testirane na parametre karakteristine za MetS, a tretman je produZzen na 16 nedelja kod onih grupa
kod kojih je doslo do promene merenih parametara.
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Muzjaci Wistar pacova (n=48)

| Kyoto podsoj (n=24) l | Hannover podsoj (n=24) ‘

I l
| | | I

osam nedelja stari Cetiri meseca stari osam nedelja stari Zetiri meseca stari
(n=12) (n=12) (n=12) (n=12)
HFHF ishrana Kontrola HFHF ishrana Kontrola HFHF ishrana Kontrola HFHF ishrana Kontrola
KmHFHF (n=6) KmK (n=6) KoHFHF (n=6) KoK (n=6) HmMHFHF (n=6) HmK (n=6) HoHFHF (n=6) HokK (n=6)

| | | | | | | |
v

Nakon osam nedelja tretmana provera parametara MetS, iskljucene
KoHFHF i KoK grupe

v

Nakon 16 nedelja tretmana provera parametara MetS

Shema 1. Shematski prikaz eksperimenta. Prikazuje grupe koje su usle u studiju navodeci podsoj, starost i
duzinu trajanja eksperimenta. HFHF - ishrana sa visokim sadrzajem masti (25% suncokretovog ulja) i fruktoze
(20%); MetS — metabolicki sindrom; KmK - Kyoto mladi na standardnoj ishrani; KmHFHF - Kyoto mladi na
HFHF ishrani; KoK - Kyoto odrasli na standardnoj ishrani; KoHFHF - Kyoto odrasli na HFHF ishrani; HmK
— Hannover mladi na standardnoj ishrani; HmHFHF — Hannover mladi na HFHF ishrani; HoK — Hannover
odrasli na standardnoj ishrani; HOHFHF- Hannover odrasli na HFHF ishrani

3.3 Eksperimentalne Zivotinje i dizajn studije za ispitivanje uticaja soka drenjine
I crne ribizle na prevenciju metaboli¢kog sindroma

Trideset Sest muzjaka Wistar Hannover pacova starosti ¢etiri meseca nabavljeno je od Instituta
za bioloska istrazivanja "SiniSa Stankovi¢" — Instituta od nacionalnog znacaja za Republiku Srbiju,
Univerziteta u Beogradu. Nakon perioda prilagodavanja od deset dana, pacovi su podeljeni na etiri
grupe od po devet zivotinja (tri zivotinje po kavezu). Tri grupe su stavljene na modifikovani rezim
ishrane u trajanju od deset nedelja, dok je jedna grupa bila na standardnoj ishrani. Modifikovani rezim
ishrane podrazumevao je ishranu peletom sa visokim sadrzajem masti i fruktoze i 0,1% holne kiseline
— HFF pelet.

Kontrolna grupa (K) hranjena je standardnim peletom, i pila je vodu sa ¢esme.
Grupa HFF je hranjena HFF peletom i pila je vodu sa ¢esme.

Grupa CR je hranjena HFF peletom i umesto vode pila je 20% sok crne ribizle.
Grupa D je hranjena HFF peletom i umesto vode pila je 20% sok drenjine.

el oA

HFF pelet je pravljen tako Sto je 500 g mlevenog standardnog peleta mesano sa 250 g
suncokretovog ulja, 200 g fruktoze, 1 g holne kiseline (Sigma-Aldrich, Kanada, Ltd) i 50 ml vode.
Smesa je homogenizovana, peletirana i ¢uvana u frizideru na 4 °C do upotrebe. Nova koli¢ina HFF
peleta pripremana je na svaka tri dana. Dvadeset procentni rastvor soka pripreman je meSanjem
komercijalno dostupnog mati¢nog soka sa ¢esmenskom vodom u zapreminskom odnosu 1:4. Svez
rastvor soka pravljen je i menjan svako jutro. Sve Zivotinje su imale ad libitum pristup hrani i te¢nosti.
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Unos hrane i te¢nosti meren je tri puta nedeljno, a na kraju svake nedelje racunat je prosecan
unos hrane i te¢nosti po kavezu. Masa Zivotinja merena je jednom nedeljno.

3.4 Merenje krvnog pritiska

Krvni pritisak je meren kod svesnih zZivotinja, prethodno priviknutih na metodu povremenim
drzanjem u imobilizatorima u trajanju od 20-30 minuta. Pritisak je meren neinvazivnom metodom,
preko repne arterije, uredajem specijalizovanim za tu namenu (Rat Tail Cuff Method Blood Pressure
Systems — MRBP-R, IITC Life Science Inc. USA). Ukratko, nakon 20 minuta u inkubatoru na 37 °C
radi Sirenja repne arterije, Zivotinje su pojedina¢no fiksirane u prozirnom akrilnom imobilizatoru, a
rep im je provlacen kroz manzetnu koja sluzi za merenje visine pritiska. Merenje je vrseno tri puta, a
kao vrednost sistolnog i dijastolnog pritiska je belezen prosecni rezultat. Temperatura prostorije
odrzavana je konstantnom na 23 °C, radi omogucavanja preciznosti u radu instrumenta.

3.5 Intraperitonealni test opterecenja glukozom (IPGTT)

Intraperitonealni test optere¢enja glukozom raden je tri dana pre kraja tretmana. Cetiri sata
pre testa pacovima je uklanjana hrana i sok je menjan vodom. Neanesteziranim Zzivotinjama je
intraperitonealno ubrizgavan rastvor glukoze koncentracije 500 mg/ml (2 g/kg telesne mase
Zivotinje), nakon ¢ega je merena promena koncentracije glukoze u krvi u trajanju od dva sata. Krv je
uzorkovana odsecanjem vrha repa i nivo glukoze meren je pre tretmana, kao i u 15, 30, 60, 90 i 120
minutu, kori§¢enjem glukometra (Contour Plus, Bayer, Germany). PovrSina ispod glikemijske krive
je izraCunata koriS¢enjem trapezoidnog pravila (AUC glucose 0-120 min, mmol/l vs. najniza
vrednost).

3.6 Uzorkovanje krvi i tkiva pacova

Nakon deset nedelja tretmana Zivotinjama je uklanjana hrana i sok je menjan vodom, kako bi
se omoguéilo prekonoéno gladovanje koje prethodi Zrtvovanju. Zivotinje su pre zrtvovanja
anestezirane 4% izofuranom (I1TC Life Science, Woodland Hills, USA). Anesteziranim Zivotinjama
je uzorkovana krv iz srca, do uginuca, kardiopunkcijom upotrebom heparinizovane 20G igle. Krv je
sakupljana u kivete sa etilendiamintetrasiréetnom kiselinom (EDTA) kao antikoagulansom. Plazma
je odvajana centrifugiranjem na 3000 x g, 20 minuta na 4 °C. Dobijena kolicina je alikvotirana na
razli¢ite zapremine i skladiStena na -80 °C za dalje analize.

Jetra i visceralno masno tkiva su izdvajani i merena im je masa. Vrednost mase ovih organa
koriS¢ena je za izraCunavanje procenta njihove mase u odnosu na ukupnu masu Zivotinje. Za potrebe
analiza gena uzorci su odmah zamrzavani u te¢nom azotu, dok su za ostale analize (oksidativni stres
i masnokiselinski profil) skladisteni na -80 °C.
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3.7 Biohemijske analize

Sve biohemijske analize, koncentracije triglicerida, ukupnog holesterola, HDL holesterola,
LDL holesterola, uree, kreatinina, alanin transaminaze (ALT) i aspartat transaminaze (AST), radene
su iz plazme na biohemijskom analizatoru Cobas c111 (Roche, Basel, Switzerland), koris¢enjem
laboratorijskih komercijalno dostupnih kitova (Roche Diagnostics, Basel, Switzerland) prema
uputstvu proizvodaca.

3.8 Histoloske analize

3.8.1 Priprema uzoraka za histoloske analize

Uzorci jetre, pankreasa i masnog tkiva eksperimentalnih zivotinja su fiksirani u 4%
neutralnom formalinu tokom 24 h na sobnoj temperaturi. Nakon procesa fiksacije tkiva su ispirana u
tekucoj vodi tokom 24 h, a zatim, tokom naredna 24 h, dehidrirana u serijama alkohola od 70% i
96%. Nakon toga je usledilo ispiranje tkiva u apsolutnom alkoholu dva puta po 2 h. Tako dehidrirana
tkiva su prosvetljavana u ksilolu dva puta po 15 minuta i kalupljena u parafin. Nakon toga, uzorci su
postavljani na nosace i se¢eni na mikrotomu Leica RM2065 (Leica, Germany) na preseke debljine 5
um koji su suSeni u termocentru na temperatuiri od 56 °C, 1 h.

3.8.2 Hematoksilin — eozin bojenje tkivnih uzoraka

Tkivni preseci jetre, pankreasa 1 masnog tkiva eksperimentalnih Zivotinja su rehidratisani
pomocu ksilola i serije alkohola opadaju¢e koncentracije (100%, 96% i 70%) po 5 minuta, nakon
Cega su Ispirani u tekuc¢oj vodi. Uzorci su potom bojeni u rastvoru hematoksilin — eozina u trajanju
od 15 minuta, ispirani vodom, a zatim tretirani zakiseljenim alkoholom 1 minut i amonijaénom
vodom 1 minut. Nakon ovog procesa tkivni uzorci su ispirani u teku¢oj vodi 20 minuta i bojeni u
rastvoru eozina u trajanju od 2 minuta. Na kraju su ponovo ispirani u ksilolu i seriji alkohola
opadajuce koncentracije (100%, 96%, 70%) i montirani kori§¢enjem kanada balsama.

Obojeni tkivni preseci jetre, pankreasa i masnog tkiva su posmatrani na Olympus AX70
mikroskopu (Hamburg, Nemacka) pod uvelicanjem x20 ili x40 i fotografisani kamerom visoke
rezolucije (Olympus DP50, Tokyo, Japan). Za merenje dijametra adipocita u svakom uzorku su
koris¢ena tri vizuelna polja. Prose¢an precnik celija izraunat je za svaku grupu pojedinacno i
predstavljen u um.

3.8.3 Imunohistohemijsko bojenje glukagona i insulina

Za imunohistohemijsku analizu glukagona i insulina primenjivana je LSAB+
imunohistohemijska metoda i koris¢eni su isti uzorci tkiva pankreasa, kao i za rutinske analize. Tkivni
preseci debljine 5 um postavljani su na staklene plocice na koje je prethodno nanosen jak adheziv,
kako bi se u toku postupka demaskiranja antigena izbeglo njihovo odlepljivanje. Demaskiranje
antigena vrseno je rastvoru za demaskiranje — 10 mM citrathom puferu pH 6 (Code No. S 1700, Dako
Co, Denmark), u mikrotalasnoj peénici u trajanju od 21 minut. Nakon demaskiranja antigena, u svrhu
detekcije insulinskih i glukagonskih imunopozitivnih ¢éelija u pankreasnim ostrvcima, preseci su
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tretirani odgovaraju¢im primarnim antitelima na insulin (Novocastra, NCL-INSULIN, 1:100) i
glukagon (Novocastra, NCL-GLUCp, 1:100). Nakon kratkog ispiranja u PBS, imunohistohemijsko
bojenje je vrSeno koriS¢enjem streptavidin-biotin tehnike i DAB supstrata/hromogena (Novocastra
Peroxidase Detection System Kit, Leica Biosystems, Wetzlar, Nemacka) sistema za vizuelizaciju.
Paralelno su radeni i kontrolni uzorci bez upotrebe primarnog antitela. Semikvantitativna analiza
ekspresije glukagona i insulina vrSena je odredivanjem intenziteta bojenja (0 — nista, 1 —slabo, 2 —
umereno, 3 — intenzivno) i broja imunoreaktivnih ¢elija (1 — <50%, 2 — od 51 do 100%).

3.9 Odredivanje parametara oksidativnog stresa

3.9.1 Priprema homogenata

Tkivo jetre i visceralno masno tkivo su homogenizovani u fosfatnom puferu (0.1 M, pH 7.4
uz 1.15% KCI) u odnosu 1:9 — masa tkiva (g) prema zapremini pufera (ml). Homogenizacija je vrSena
na ledu, ruénim homogenizatorom (Tissue grind pstl LC, Reynosa, Mexico). Homogenati su
centrifugirani na 4 °C, prvo na 800 x g u trajanju od 10 minuta, a potom na 9500 X g 20 minuta, ¢ime
su dobijeni postmitohondijski supernatanti koji su koris¢eni za dalje analize.

Sve analize parametara oksidativnog stresa radene su na ELISA ¢itacu (Pharmacia LKB,
Wien, Austria) ili ILab 300+ (Instrumentation Laboratory, Milan, Italy).

3.9.2 Odredivanje prooksidativno/antioksidativnog balansa (PAB)

Odredivanje PAB aktivnosti utvrdivano je modifikovanom metodom koju su razvili Alamdari
i saradnici [141]. U normalni sud odmeravano je 200 ul TMB/DMSO, a potom je dodavan 50 mM
acetatni pufer, pH 5,6, do ukupne zapremine od 10 ml. Od pripremljenog rastvora, alikvotiran je 1
mL, a zatim je u isti dodat ImL TMB katjona. Pripremljen rastvor je mesan na magnetnoj mesalici U
trajanju od 6 minuta. Dobijeni rastvor (“plavi katjon™) je fotosenzitivan i tokom celog eksperimenta
bio je zasticen od svetlosti.

U bunarcice ELISA plocice je pipetirano 10 ul uzorka. Uzorcima je dodavano 180 ul plavog
katjona nakon Cega je sledila inkubacija na $ejkeru u trajanju od 10 minuta. Nakon inkubacije reakcija
je zaustavljana dodavanjem 40 pl 2M HCI i merena je absorbanca na 450 nm. Za slepu probu
koris¢ena je dH>O. Dobijene vrednosti su izrazavane u jedinicama U/l plazme ili tkivnog homogenata.

3.9.3 Odredivnje koncentracije sulfhidrilnih grupa (SHG)

Koncentracija sulfhidrilnih grupa odredivana je Ellman-ovom metodom [142]. Za ovu analizu
pripreman je rastvor 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoeve kiseline) (DTNB), rastvaranjem 0,04g DTNB u
10 ml 10 mM fosfatnog pufera, pH 7,0. Rastvor je fotosenzitivan i mogao se koristiti do 24 h nakon
pripreme, uz ¢uvanje u frizideru.

Pipetirano je po 15 ul uzorka na ELISA plocicu. Nakon toga je dodavano po 270 pl 200 mM
fosfatnog pufera sa dodatkom 2 mmol/l EDTA, pH 9,0 i 10 ul DTNB reagensa. Tako nalivena plocica
inkubirana je na tamnom mestu 25 minuta, nakon ¢ega je merena absorbanca na 412 nm. Za slepu
probu koris¢ena je dH20. Rezultat je izrazavan u mmol/L plazme ili tkivnog homogenata.
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3.9.4 Odredivanje ishemijski modifikovanog albumina (IMA)

Vrednost IMA je odredena Bar-Or-ovom metodom [143]. U ELISA plocicu je pipetirano 35
ul uzorka, a zatim dodavano 10 pl 0,1% rastvora CoClz. Uzorak je blago mesan i inkubiran 10 minuta
na sobnoj temperaturi, kako bi se kobalt vezao za albumin. Nakon inkubacije dodavano je 10 ul 10
mM rastvora DTT ¢ime je otpocinjala reakcija koju je bilo potrebno zaustaviti nakon 2 minuta
dodavanjem 175 pul fizioloskog rastvora. Absorbancija je merena na 470 nm, a kao slepa proba
korisc¢ena je dH20, bez dodatog DTT. Za postizanje zeljene zapremine u slepu probu dodavan je
fizioloski rastvor. Dobijene vrednosti su izrazavane kao jedinice absorbance (ABSU).

Vrednosti absorbance veée od 0,400 su pozitivne na ishemiju (manje je vezivanje kobalta),
dok su vrednosti manje od 0,400 negativne na ishemiju.

3.9.5 Odredivanje koncentracije malondialdehida (MDA)

Odredivanje koncentracije MDA radeno je metodom Kkoju su razvili Girroti i saradnici [144].
Za ovaj eksperiment, 300 ul uzorka mesano je sa 600 ul TBA reagensa (15% rastvor TCA, 0,375%
TBA i 0,25 M HCI). Dobijeni rastvor inkubiran je u vodenom kupatilu na 100 °C u trajanju od 5
minuta. Nakon toga je naglo hladen stavljanjem stalka sa epruvetama u ledeno kupatilo. Novonastali
talog odvajan je centrifugiranjem na 10000 x g, 10 minuta na 4 °C, nakon ¢ega je merena absobranca
supernatanta na 535 nm. Za slepu probu koris¢ena je dH>O. Dobijene vrednosti izrazavane su kao
pmol/l plazme ili tkivnog homogenata.

3.9.6 Odredivanje aktivnosti paraoksonaze 1 (PON1)

Paraoksonazna aktivnost odredivana je prac¢enjem delovanja PON1 enzima iz plazme na
supstrat paraokson, pri ¢emu dolazi do njegove konverzije u p-nitrofenol. Pracena je brzina promene.
Analiza je radena prema Richter i Furlong-ovoj metodi [145]. Za odredivanje PON1 aktivnosti uzorak
je razblazen diluentnim puferom (10 mmol/l Tris-HCI, pH 8,5, 2 mmol/l CaCl>) u odnosu 1:10. U
radnom puferu (0,1 M Tris-HCI, pH 8,5, uz 2 M NaCl i 2 mM CacCly) pripremljen je 1,2 mM rastvor
paraokson supstrata. Mesano je 50 ul razblaZzenog seruma sa 500 ul rastvora paraokson supstrata.
Brzina konverzije supstrata je pracena na 405 nm, na temperaturi od 25 °C u trajanju od 3 minuta.
Kao slepa proba koris¢ena je dH2O. Dobijeni rezultati su izrazavani u jedinicama U/l plazme ili
homogenata tkiva.

3.9.7 Odredivanje koncentracije uznapredovalih produkata oksidacije proteina (AOPP)

Za odredivanje koncentracije AOPP koris¢ena je metoda razvijena od strane Witko-Sarsatja i
saradnika [146]. Uzorci su razblazeni 20 mM fosfatnim puferom pH 7,4 u odnosu 1:5. U epruvetu je
pipetirano 400 pl razblazenog uzorka, 40 pl koncentrovane siréetne kiseline i 20 pl 1,16 M kalijum-
jodida u destilovanoj vodi. Rastvor je meSan na vorteksu nakon ¢ega je merena absorbanca na 340
nm. Kao slepa proba korisc¢en je fosfatni pufer. Koncentracija je izrazavana kao pmol/L plazme ili
tkivnog homogenata.
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3.9.8 Odredivanje aktivnosti superoksid dizmutaze (SOD)

Aktivnost SOD u plazmi i tkivima odredivana je originalnom metodom koju su razvili Misra
I Fridovich [147]. Metoda je zasnovana na sposobnosti SOD da inhibira spontanu oksidaciju
adrenalina u baznoj sredini. SOD uklanja O™ i tako inhibira ovu reakciju. U 10 ul uzorka dodavano
je 700 ul karbonatnog pufera pH 10,4 (u koji je dodata EDTA do koncentracije 1 mM) i 50 ul 10 mM
adrenalina rastvorenog u 20 mM HCI. Reakciona smeSa je meSana i stavljena na tamno mesto 3
minuta na 25 °C. Smanjenje brzine autooksidacije adrenalina mereno je na svakih 60 sekundi u
trajanju od 3 minuta na 470 nm. Za slepu probu koris¢en je karbonatni pufer. Dobijeni rezultati
izrazavani su u jedinicama U/l plazme ili homogenata.

3.9.9 Odredivanje koncentracije superoksid anjon radikala (O2™)

Koncentracija O2" odredivana je modifikovanom Auclair i VVoisin-ovom metodom [148]. Ova
kineticka metoda se zasniva na merenju brzine stvaranja redukovanog NBT (engl. Nitro Blue
Tetrazolium). U Kivetu je odmeravano 50 ul plazme i 1 ml radnog reagensa (1 M NBT rastvoren u
sveze spremljenom 50 mM forfatnom puferu pH 8,6 uz dodatak 0,1 mM EDTA i 0,1 mg/ml Zelatina).
Nakon dodavanja reagensa praceno je povecanje apsorbance na 515 nm, svakih 15 s u trajanju od
jednog minuta, nakon Cega je reakcija zavrSena. RacCunata je vrednost AA/At. Za slepu probu
koris¢ena je dH20. Dobijena vrednost je izrazavana kao umol NBT/min/I.

3.9.10 Odredivanje ukupnog antioksidativnog statusa (TAS)

Ukupan antioksidativni status odredivan je metodom prema Erel-u [149]. U bunari¢e ELISA
plocice je odmeravano 20 ul Reagensa 1 (0,4 M acetatni pufer pH 5,8), 12,5 ul uzorka i 37,5 ul
Reagensa 2 (pripreman je mesanjem 30 ml 30 mM acetatnog pufera, pH 3,6, 70 mL 2 mM H2O; i
0,549 g ABTS, ¢ime je dobijen 10 mM ABTS koji je inkubiran 1 h na sobnoj temperaturi pre
upotrebe). Plo€ica je inkubirana 5 minuta na 37 °C, nakon ¢ega je oCitana apsorbancija na 660 nm.
Kao slepa proba je koris¢ena dH20. TAS koncentracija izrazavana je kao pmol/l plazme ili tkivnog
homogenata.

3.9.11 Odredivanje ukupnog oksidativnog statusa (TOS)

Ukupan oksidativni status odredivan je prema protokolu razvijenom od strane Erela [150]. Na
plocicu je pipetirano 225 ul Reagensa 1 (rastvoreno je 114 mg ksilelol-oranza i 8,18 g NaCl u 900 ml
25 mM H2S0s, pa dodato jos 100 ml glicerola, pH 1,75) i 11 ul Reagensa 2 (rastvoreno 1,96 ¢
feroamonijum sulfata i 3,17 g o-dianizidin dihidrohlorid u 1000 ml 25 mM H>S0O4). Nakon toga
dodavano je 35 ul uzorka, inkubirano 3-4 minuta, a apsorbanca je ocitavana na 560 nm. Za slepu
probu je koris¢ena dH>O. Dobijena vrednost je izrazavana kao pimol/l plazme ili tkivnog homogenata.
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3.10 Odredivanje masnokiselinskog profila u ukupnim lipidima plazme i tkiva

3.10.1 Odredivanje masnih Kiselina u ukupnim lipidima plazme

Masne kiseline u ukupnim lipidima plazme odredivane su po modifikovanoj metodi Glasera
I saradnika [151]. Metoda se zasniva na direktnoj transesterifikaciji karboksilnih grupa, bez
prethodnog izolovanja lipida. Metilacija je izvodena meSanjem 1,5 ml 3 M HCI u metanolu sa
dodatkom 50 mg/l butilhidroksitoluena (BHT), koji je dodavan kako bi se sprecila oksidacija lipida,
i 100 ul plazme. Dobijeni rastvor je zatim inkubiran sat vremena na 85 °C, nakon ¢ega je dodat 1 ml
heksana. Smesa je centrifugirana 10 minuta na 3000 x g. Dobijeni supernatant je odvajan, uparavan
do suva u struji azota, i cuvan za dalju analizu na -20 °C.

3.10.2 Ukupni lipidi jetre

Postupak izolovanja ukupnih lipida jetre trajao je 2 dana:

Prvi dan: Oko 500 mg jetre homogenizovano je u avanu sa tu¢kom uz dodatak 5 ml Rastvora
1 (hloroform-metanol u odnosu 2:1 v/v sa dodatkom BHT 50 mg/l). Nakon toga homogenatu je
dodavano 5 ml Rastvora 2 (hloroform-metanol u odnosu 1:2 v/v sa dodatkom BHT 5mg/l). U
poslednjem, treCem koraku homogenatu je dodavano 5 ml Rastvora 3 (hloroform-metanol u odnosu
1:1 v/v sa dodatkom BHT 5 mg/l) nakon ¢ega je ostavljen 24h na -20 °C.

Drugi dan: Homogenat je propustan kroz filter papir i dobijeni rastvor je uparavan do suva na
vakuum uparivacu, na temperaturi od 40 °C. Suvi ostatak je rastvaran u 3 ml Rastvora 1. Kori$¢eno
je 500 ul dobijene suspenzije za metilaciju, a postupak je opisan u odeljku 3.10.1.

3.10.3 Ukupni lipidi iz masnog tkiva

Oko 200 mg masnog tkiva homogenizovano je u avanu sa tu¢kom uz dodatak 5 ml Rastvora
2 (hloroform-metanol u odnosu 1:2 v/v sa dodatkom BHT 5 mg/L). Homogenat je centrifugiran 20
min na 3200 x g. Odvojeni supernatant uparavan je na vakuum uparivacu do suva, na temperaturi od
40 °C. Talog je rastvaran u 5 ml Rastvora 1 (hloroform-metanol u odnosu 2:1 v/v i BHT u
koncentraciji 5 mg/l) sa dodatkom 1 ml 0,1 M KCI, nakon ¢ega je centrifugiran 20 min na 3200 x g.
Odvajan je donji sloj, lipidni ekstrakt, koji je ponovo uparavan do suva, nakon ¢ega je suvi ostatak
rastvaran u 5 ml Rastvora 1. Koris¢eno je 500 ul dobijene suspenzije za metilaciju, a postupak
metilacije je opisan u odeljku 3.10.1.

3.10.4 Analiza masnih kiselina gasno-te¢nom hromatografijom

Analiza dobijenih metil estara iz ukupnih lipida plazme i tkiva radena je gasno-te¢nom
hromatografijom na Shimadzu 2014 (Kjoto, Japan) uredaju. Kori$éena je kapilarna kolona (Rtx 2330,
RESTEK, USA) duzine 60 m, precnika 25 pm ID, dok je debljina filma stacionarne faze iznosila 0.20
um. Za noseci gas kori$¢en je helijum sa protokom od 5 ml/min, dok je protok vazduha bio 320
ml/min, a vodonika 30 ml/min. Temperaturni profil metode podesen je na pocetnih 140 °C i
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temperatura je podizana do 190 °C brzinom od 3 °C/minuti, nakon ¢ega je odrzavana na tom nivou
narednih 20 minuta. Temperature detektora i injektora iznosile su 240 °C i 220 °C. Uzorci
pripremljenih metil estara rastvarani su u 18 ul (plazma), 45 pl (jetra) i 60 ul (masno tkivo) heksana.
Injekciona zapremina autoinjektora iznosila je 1 pl. Dobijeni pikovi metil estara su identifikovani
uporedivanjem sa retencionim vremenima metil estara komercijalnog standarda masnih kiselina
PUFA-2 (Supelco, Inc., Belleforte, Pa., USA). Na taj nacin identifikovano je 20 razli¢itih masnih
kiselina, a rezultati su izrazavani u procentima u odnosu na ukupne masne Kiseline.

3.11 Odredivanje faktora inflamacije

3.11.1 Izolovanje ukupne RNK i reverzna transkripcija

Ukupna RNK izolovana je iz jetre upotrebom TRI1zol® Reagent (AmBion, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) prema uputstvu proizvodaca. Kvantitativna i kvalitativna evaluacija izolovane
RNK radena je spektrofotometrijski (OD 260/280 > 1,8 je smatrano zadovoljavaju¢im) i na 2%
agaroznom gelu. Pre cDNK sinteze, uklanjana je kontaminiraju¢a DNK upotrebom DNKaze |
(Fermentas, Burlington, ON, Canada). Reverzna transkripcija je radena upotrebom high-capacity
cDNA Reverse Transcription Kita (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) po uputstvima
proizvodaca. Dobijena cDNK je do upotrebe skladistena na -80 °C.

3.11.2 Real-time PCR

Kvantifikacija genske ekspresije TNF-o, IL-1p and IL-6 u jetri radena je primenom TagMan®
lan¢ane reakcije polimeraze u realnom vremenu (eng. Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-
PCR). Koris¢eni su setovi sledec¢ih oznaka: TNF-a (Rn01525859 g1), IL-1p (Rn00580432 gl)i IL-
6 (Rn01410330_m1). Kvantitativha normalizacija cDNK svakog uzorka radena je koris¢enjem TBP
(Rn01455646_m1x) kao endogene kontrole, a sve je nabavljeno od Applied Biosystems Assay-on
Demand Gene Expression Products. Real-time PCR je raden koris¢enjem QuantStudio™ Real-Time
PCR Systems (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). Relativna kvantifikacija genske
ekspresije je utvrdivana komparativnom 2 22 metodom opisanom od strane Livaka i Schmittgena
[152]. Rezultati su analizirani putem QuantStudio™ Design and Analysis v1.3.1 (Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA), sa pouzdano$¢u od 95% (p < 0.05).

3.12 Statisticka obrada podataka

Statisticka obrada podataka je radena pomocu SPSS 23.0 softvera (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA). Za proveru distribucije normalnosti koris¢en je Shapiro-Wilk test. Kod parametara
oksidativnog stresa ustanovljeno je odstupanje od normalne raspodele, zbog Cega su rezultati
prikazivani kao mediana (interkvartilni opseg, odnosno 25-75 postotka). Shodno tome koris¢eni su
neparametrijski testovi, Kruskal-Wallis i Mann-Whitney U test kao post hoc test. Ostali rezultati su
prikazivani kao srednja vrednost £ SD. Kod podataka kod kojih je ustanovljena normalna distribucija
koris¢ena je dvofaktorska analiza varijanse (two-way ANOVA) pracena Tukey's post hoc testom.
Kao statisticki znacajna vrednost uzimana je p < 0.05. Za procenu bivarijantne korelacije kori§¢ena
je Spearman neparametrijska korelacija. Analiza viSestruke linearne regresije (MLR) sa selekcijom
unazad je kori$¢ena za definisanje najznacajnijih modela prediktora za procenat visceralne masti.
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4. REZULTATI

4.1 Razvoj model sistema metabolickog sindroma
4.1.1 Unos hrane, kalorijski unos i masa Zivotinja

U cilju utvrdivanja uticaja HFHF ishrane na razvoj parametara MetS kod Wistar pacova
analiziran je koli¢inski i kalorijski unos hrane tokom celog trajanja eksperimenta. Takode je poredena
pocetna masa zivotinja, kao i promena njihovih masa nakon 8 i 16 nedelja tretmana. Rezultati su

prikazani u Tabelama 4 i 5.

Tabela 4. Koli¢inski i kalorijski unos hrane i masa Kyoto pacova

KmK KmHFHF KoK KoHFHF
Unos hrane 0-8 nedelja 451 +17 32,7+ 1,7%** 616+1,1 50,6 £ 4,6*%**
(g/dan/kavez)
Unos hrane 9-16 nedelja 58,7+ 1,0 41,0 + 0,6*** / /
(g9/dan/kavez)
Energetska vrednost 0-8 4958+ 19,0 592,9+£31,3***  677,3+12,4 916,5+ 84,3***
nedelja (g/dan/kavez)
Energetska vrednost 9-16 646,0+ 11,6 742,4 £ 10,9*** [ /
nedelja (g/dan/kavez)
0 nedelja, podetna masa (g) 104 +£11,4 97+5,9 235+11 235+9,8
8 nedelja masa (g) 230+7,8 193+ 11,6 ** 280+12,8 267 +17,8
16 nedelja masa (g) 280+12,4 261 +16,5 / /

KmK — Kyoto mladi na standardnoj ishrani, KmHFHF — Kyoto mladi na HFHF ishrani, KoK — Kyoto odrasli
na standardnoj ishrani, KoHFHF — Kyoto odrasli na HFHF ishrani. U tabeli nedostaju podaci za odraslu Kyoto
grupu, jer je ta grupa iskljucena iz daljeg eksperimenta, s obzirom da podaci dobijeni nakon 8 nedelja tretmana
nisu bili statisticki zna¢ajni. Podaci su predstavljeni kao srednja vrednost £ SD (n = 6, 3 pacova po kavezu).
**p < 0,01; ***p < 0,001 u poredenju s odgovaraju¢om kontrolom.

Tabela 5. Kolic¢inski i kalorijski unos hrane i masa Hannover pacova

HmK HmMHFHF HoK HoHFHF
Unos hrane 0-8 nedelja 63,6 £2,6 40,4 £ 8,3*** 69,2+5,2 65,4+ 8,5
(g/dan/kavez)
Unos hrane 9-16 nedelja 67,6 +5.3 49,2 + 2, 7*** 98,7+9,7 82,7 + 4,6%**
(g/dan/kavez)
Energetska vrednost 699,6 + 28,9 731,6 +150,9 761,5+56,9 1186 + 154,7***
0-8 nedelja (g/dan/kavez)
Energetska vrednost 7442 +58,6 892,0+49,0%** 8143+80,0 1125+ 62,6%**
9-16 nedelja (g/dan/kavez)
0 nedelja, po¢etna masa (g) 221 +18 216 £16.5 391+18,9 398 +13,8
8 nedelja masa (g) 366 + 8,7 302 + 22** 488 + 28,8 491 +29,3
16 nedelja masa (g) 415+20,9 384 +34,1 520 + 33,6 561 +31,6

HmK — Hannover mladi na standardnoj ishrani, HmHFHF — Hannover mladi na HFHF ishrani, HoK —
Hannover odrasli na standardnoj ishrani, HoOHFHF — Hannover odrasli na HFHF ishrani. Vrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost + SD (n = 6, 3 pacova po kavezu). **p < 0,01; ***p < 0,001 u poredenju s
kontrolom.

U poredenju sa kontrolnim grupama, grupe koje su bile na HFHF ishrani smanjile su
koliCinski unos hrane, dok je u isto vreme doslo do povecanog kalorijskog unosa s obzirom na to da
HFHF pelet ima veéu kalorijsku vrednost. Ipak, uprkos vecem kalorijskom unosu, nakon osam
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nedelja provedenih na modifikovanoj ishrani pacovi iz grupa KmHFHF i HmHFHF imali su manju
telesnu masu u poredenju sa grupom na kontrolnoj ishrani. Do kraja studije mase svih
eksperimentalnih zivotinja su se ujednacile, tako da nakon 16 nedelja ni kod jedne grupe na HFHF
dijeti nije zabelezena razlika u masi u odnosu na odgovarajuce kontrole.

4.1.2 Biohemijski parametri

Vrednosti biohemijskih parametara merenih nakon osam i 16 nedelja trajanja studije
prikazane su u Tabelama 6 i 7. Porast koncentracije glukoze u krvi zabelezen je samo kod KmHFHF
grupe nakon osam nedelja tretmana, ali se nakon produZenja ecksperimenta na 16 nedelja
koncentracija glukoze kod ove grupe vratila na normalne vrednosti (Tabela 6). Kod KmHFHF grupe
nakon 16 nedelja tretmana zabelezen je i porast vrednosti HDL holesterol (HDL-C) i TG. Sa druge
strane, kod KoHFHF grupe nakon osam nedelja tretmana nije zabelezena promena nijednog od
klju¢nih parametara metabolickog sindroma (Tabela 6), zbog ¢ega je ova grupa iskljucena iz daljeg
eksperimenta.

Tabela 6. Promene biohemijskih parametara kod Kyoto pacova nakon 8 and 16 nedelja tretmana.

KmK KmHFHF KmHFHF KoK KoHFHF
8 nedelja 16 nedelja 8 nedelja
Glc (mmol/l) 5,54 £ 0,93 8,86 £ 1,02™ 6,30 + 0,50% 6,05+ 0,55 571+1,01
TC (mmol/l) 1,06 £0,12 0,96 + 0,05 1,35+0,14 1,01+0,14 1,17+£0,12
HDL-C (mmol/l) 0,65+0,15 0,65+ 0,04 0,80 + 0,09*# 0,72 £0,08 0,81£0,10
LDL-C (mmol/l) 0,10+0,11 1,13+0,06 0,14 £ 0,05 0,15+ 0,06 0,11 £ 0,07
TG (mmol/l) 0,69 £ 0,23 0,53+0,28 0,94 £0,18**# 0,65+ 0,05 0,71+£0,24
Urea (mmol/l) 8,06 £1,35 5,88+ 0,93** 6,85+ 1,83** 6,86 £ 0,44 5,00 £ 0,54*
AST (1U/) 1776+238 1256+153 131,2+141 88,5+ 24,7 76,8+ 13,3
ALT (1U/) 71,7+21,6 86,6 + 32,6 49,4+6,0 68,6 £ 23,3 455+ 6,6

KmK — Kyoto mladi na standardnoj ishrani, KmHFHF — Kyoto mladi na HFHF ishrani, KoK — Kyoto odrasli
na standardnoj ishrani, KoHFHF — Kyoto odrasli na HFHF ishrani. Glc — glukoza, TC — ukupni holesterol,
HDL-C - lipoproteini velike gustine-holesterol, LDL-C — lipoproteini male gustine-holesterol, TG —
trigliceridi, AST —aspartat aminotransferaza, ALT — alanin aminotransferaza. VVrednosti su predstavljene kao
srednja vrednost £ SD (n = 6, 3 pacova po kavezu). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u poredenju s
kontrolnom grupom; ##p < 0,01; ###p < 0,001 u poredenju sa 0sam nedelja na HFHF ishrani.

Kada je Hannover podsoj u pitanju, kod HmHFHF zabelezZen je pad koncentracije LDL-C u
plazmi nakon osam nedelja tretmana, koji se zadrzao i nakon 16 nedelja, dok je kod HOHFHF doslo
do porasta koncentracije LDL-C i pada koncentracije TG nakon osam nedelja, kao i sniZzavanja
vrednosti koncentracija TC i HDL-C nakon 16 nedelja tretmana (Tabela 7). Kod svih grupa na HFHF
ishrani, u poredenju sa kontrolnim grupama, zabelezen je pad vrednosti uree u plazmi i to u obe
vremenske tacke, osam i 16 nedelja.
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Tabela 7. Promene biohemijskih parametara kod Hannover pacova nakon 8 i 16 nedelja tretmana

HmK HMHFHF HmMHFHF HoK HoHFHF HoHFHF
8 nedelja 16 nedelja 8 nedelja 16 nedelja

Glc (mmol/l) 7,22 +£1,90 6,75+ 1,17 6,25+ 1,49 6,65 + 0,80 6,95+ 1,17 6,87 £ 1,67
TC (mmol/l) 1,86 £ 0,47 1,45+0,22 1,32 +£0,33 1,84 £0,20 1,47 +£0,28 1,34 £0,28*
HDL-C (mmol/l) 1,00 £ 0,22 0,94 £ 0,25 0,72+0,24 1,13+0,22 0,77 £0,21 0,63 +0,19**
LDL-C (mmol/l) 0,51+0,21 0,14 +0,10* 0,32 +0,08* 0,21+0,16 0,39 =+ 0,05* 0,35+0,19
TG (mmol/l) 0,76 £0,15 0,86 +0,07 0,93+0,19 0,85+0,26 0,68 £ 0,14* 0,77 £0,26
Urea (mmol/l) 8,25+ 0,92 5,54 +1,08* 3,90 £0,45*** 6,41 +0,76 4,73 £1,01** 3,84 £ 0,48***
AST (1U/l) 184,4 £50,26 177,3 £18,08 161,6 £8,91 112,4 £+ 46,05 119,9 £ 63,87 154,1 £101,9
ALT (1U/) 56,20 £ 14,76 57,34 £12,14 60,40 £ 2,40 42,54 £5,87 37,08 £7,22 38,44 £9,84

HmK — Hannover mladi na standardnoj ishrani, HmHFHF — Hannover mladi na HFHF ishrani, HoOK —
Hannover odrasli na standardnoj ishrani, HoHFHF — Hannover odrasli na HFHF ishrani. Glc — glukoza, TC —
ukupni holesterol, HDL-C — lipoproteini velike gustine-holesterol, LDL-C — lipoproteini male gustine-
holesterol, TG — trigliceridi, AST — aspartat aminotransferaza, ALT — alanin aminotransferaza. \VVrednosti su
predstavljene kao srednja vrednost £ SD (n = 6, 3 pacova po kavezu). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u
poredenju sa kontrolnom grupom.

4.2 Koncentracija polifenola u ispitivanim sokovima

HPLC-MS/MS analizom odredene su koncentracije tri razli¢ite klase polifenola i jedanaest
pojedina¢nih fenolnih komponenti u sokovima CR i1 D. Analize su pokazale da je sok crne ribizle
znatno bogatiji gotovo svim ispitivanim polifenolnolima (Tabela 8).

Tabela 8. Kvantifikacija fenolnih jedinjenja u sokovima crne ribizle i drenjine

Ukupni sadrzaj Crna ribizla Drenjina
Ukupni polifenoli (mg GAE/I) 1392 + 215 996 + 95
Ukupni flavan-3-oli (mg B1E/I) 1043 £ 60 187 £18
Ukupni antocijani (mg Cy3GE/I) 89+10 51+8
Pojedina¢ne komponente Crna ribizla Drenjina
Vinska kiselina (mg/l) ND 101,2 £ 8,7
Malinska kiselina (mg/l) 472,2 + 28,2 7784+ 475
Limunska kiselina (mg/l) 1481 + 169 50,8 +8,1
Galna kiselina (mg/1) 1,1+0,2 89+19
Protohatekuinska kiselina (mg/l) 0,3+0,1 06+0,1
Epigalokatehin galat (mg/l) 79+0,1 ND
Katehin (mg/l) 6,0+0,3 ND
Epikatehin (mg/l) 56+0,3 ND
Procijanidin B1 (mg/l) 0,6+0,1 ND
Procijanidin B2 (mg/l) 31+04 ND

Rutin (mg/1) 0,3+£0,02 0,03+£0,01

ND — nedetektabinlo (koncentracija ispod granice detekcije)

Ukupna koncentracija polifenola (UP) u soku CR iznosila je prose¢no 1,39 g GAE/I, dok je
kod D bila oko 1 g GAE/Il. Koncentracija ukupnih flavan-3-ola iznosila je 1,04 g naspram 0,19 g
B1E/I, a ukupnih antocijana 89 mg naspram 59 mg Cy3GE/l, u CR i D, tim redosledom.
Koncentracija vinske, malinske i galne kiseline bila je ve¢a u soku D. Vinska kiselina bila je
detektabilna samo u soku D, u koncentraciji od 0,1 g/l, dok su koncentracije malinske i galne kiseline
iznosile 0,78 g/l i 8,9 mg/l. U soku CR njihove vrednosti su bile 0,47 g/l (malinska) i 1,1 mg/l (galna).
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Sa druge strane, izmerena koncentracija protokatehuinske kiseline bila je duplo manja kod CR nego
D (0,3 vs. 0,6 mg/l), dok je koncentracija limunske kiseline bila skoro trideset puta veca (1481 prema
50,8 mg/l). Pojedina¢ne klase flavon-3-ola, poput epigalokatehin galata, katehina, epikatehina,
procijanidina B1 i procijanidina B2, kvantifikovani su samo kod CR, jer je njihova koncentracija u
soku D bila ispod granice detekcije. Izmerena koncentracija rutina bila je 10 puta visa kod CR nego
D, 0,3 mg/l naspram 0,03 mg/I (Tabela 8).

4.3 Uticaj maticnih sokova crne ribizle i drenjine na prevenciju metabolickog
sindroma

4.3.1 Unos tecnosti i hrane kod pacova

Prosecan dnevni unos te¢nosti po kavezu (tri Zivotinje u kavezu) tokom deset nedelja tretmana
prikazan je na Slici 6. Unos soka nije se zna¢ajno menjao tokom trajanja tretmana i bio je ujednacen,
oko 80 ml dnevno po kavezu. | unos vode je tokom trajanja tretmana bio ujednacen, kod kontrolne
grupe blago povecéan, a kod HFF grupe nesto manji od 80 ml.
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Slika 6. Dnevni unos te¢nosti po kavezu, tokom deset nedelja tretmana. HFF — pacovi na ishrani sa dodatih
25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20%
mati¢nom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku drenjine. Vrednosti su prikazane
kao srednja vrednost + SD.

Sve tri grupe koje su se hranile HFF peletom znatno su smanjile unos hrane u odnosu na

kontrolnu grupu (Slika 7A). Sa druge strane, izmedu eksperimentalnih grupa nisu detektovane
statisti¢ki znacajne razlike u prose¢nom dnevnom unosu kalorija (Slika 7B).
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Slika 7. A) prosecan dnevni unos hrane po kavezu, B) prose¢an dnevni kalorijski unos po tretiranoj Zivotinji.
HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0.1% holne kiseline i vodi, CR —
pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢énom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku
drenjine. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SD. ***p < 0,001 u poredenju sa kontrolom; #p < 0,05
u poredenju sa HFF grupom.

4.3.2 Uticaj sokova na telesnu masu, visceralno masno tkivo i biohemijske parametre

HFF ishrana nije dovela do statisticki znacajnog povecanja mase Zivotinja. U poredenju s
kontrolom veéu masu je imala samo D grupa, ¢ija je krajnja masa bila znatno veca i od CR grupe
(Slika 8). Nasuprot tome, kod sve tri grupe na modifikovanoj ishrani zabeleZen je znatan porast udela
visceralnog masnog tkiva (VMT) (Slika 9) u poredenju sa grupom na standardnoj ishrani.
Suplementacija sokom CR dovela je do manjeg deponovanja VMT u odnosu na grupu koja je bila
samo na HFF ishrani.
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Slika 8. Telesna masa pacova pre i nakon deset nedelja modifikovane ishrane. HFF — pacovi na ishrani sa
dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20%
mati¢nom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku drenjine. Vrednosti su prikazane
kao srednja vrednost £ SD. *p < 0,05 u poredenju sa kontrolom; Tp < 0,05 u poredenju sa CR grupom.
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Slika 9. Procenat visceralnog masnog tkiva u odnosu na ukupnu masu kod pacova na razli¢itim ishranama.
HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR —
pacovi na HFF ishrani i 20% matiénom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku
drenjine, VMT - visceralno masno tkivo. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SD. ***p < 0,001 u
poredenju sa kontrolom; #p < 0,05 u poredenju sa HFF grupom.

Daljim analizama biohemijskih parametara ustanovljeno je da nije bilo statisti¢ki znacajne
razlike u koncentracijama glukoze u krvi, kao ni koncentracijama TG izmedu grupa. Koncentracija
HDL-holesterola bila je niza kod svih ispitivanih grupa u poredenju sa kontrolnom. Konzumiranje
sokova bogatih polifenolima dovelo je 1 do znaajnog smanjenja koncentracije ukupnog holesterola
u Kkrvi, dok je kod CR grupe zabelezeno i poveéanje koncentracije LDL-holesterola u poredenju sa
kontrolom (Tabela 9).

Tabela 9. Vrednosti glukoze, holesterola i triglicerida u plazmi pacova na kraju studije.

Kontrola HFF CR D
Glukoza (mmol/l) 5,22 +0,33 5,56 + 0,49 5,20 £ 0,40 5,75+ 0,97
Ukupni holesterol (mmol/lI) 1,56 + 0,23 1,53+0,20 1,23 + 0,23**# 1,30 £ 0,14**
HDL holesterol (mmol/l) 0,98 +0,13 0,83 +0,16* 0,62 £ 0,12***# 0,66 + 0,14***#
LDL holesterol (mmol/l) 0,18 +0,12 0,32+0,15 0,38 +£0,16* 0,35+0,17
Trigliceridi (mmol/l) 0,77 £ 0,25 0,64 +0,21 0,51 +0,20 0,66 + 0,26

HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0.1% holne kiseline i vodi, CR —
pacovi na HFF ishrani i 20% matiénom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku
drenjine. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost £ SD. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u poredenju
sa kontrolom; #p < 0,05 u poredenju sa HFF grupom.

4.3.3 Uticaj sokova na krvni pritisak
Krvni pritisak je statisticki znaCajno porastao u svim grupama u odnosu na kontrolu, bez

obzira da li su zivotinje konzumirale sok ili nisu (Tabela 10).

Tabela 10. Izmerene vrednosti krvnog pritiska kod pacova

Kontrola HFF CR D
Sistolni pritisak (mmHg) 128 + 8 151 + 10* 145 + 10* 147 £+ 11*
Dijastolni pritisak (mmHg) 789 87 +11 878 87 +10
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HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0.1% holne kiseline i vodi, CR —
pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku
drenjine. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost = SD. *p < 0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom.

4.3.4 Uticaj sokova na koncentraciju insulina i intraperitonealni test opterecenja glukozom

Izmedu eksperimentalnih grupa nije zabelezena razlika u koncentraciji insulina u krvi nakon
prekonoénog gladovanja. Sa druge strane, kod HFF grupe primecen je razvoj glukozne intolerancije
u odnosu na kontrolnu grupu, budu¢i da je tokom IPGTT testa kod HFF grupe zabelezena znatno
veca oblast ispod krive (engl. Area Under the Curve, AUC) (Slika 10). Kod grupe koja je pila CR
sok zabelezen je trend pada AUC u odnosu na HFF grupu (p = 0,056), dok upotreba soka D nije imala
taj efekat.
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Slika 10. Intraperitonealni test opterecenja glukozom. K — kontrola, standardna ishrana i voda, HFF — pacovi
na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi , CR — pacovi na HFF
ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku drenjine. Vrednosti
su prikazane kao srednja vrednost + SEM.

4.4 Histopatoloske analize

4.4.1 HistopatoloSke analize jetre

Na osnovu histoloskih analiza tkiva eksperimentalnih Zzivotinja primeceno je da je u
kontrolnoj grupi pacova, kao i kod onih koji su osim HFF ishrane pili sok od crne ribizle ili drenjine,
bila prisutna jasna lobularna grada jetre: vena u centru lobulusa predstavlja centralnu venu, dok je na
periferiji prisutan portalni, interlobularni prostor. Na uzorcima su bili jasno uocljivi binukleusni i
mononukleusni hepatociti. Vecina hepatocita u uzorcima bila je poligonalnog oblika, ruzicaste
citoplazme 1 centralno ili paracentralno lokalizovanog jedra. Razlika u gradi delova jetre t;j.
perivenularne, intermedijarne i periportne zone nije bila uocljiva. Hepatociti su imali trabekularni
raspored sa sinusoidnim kapilarima izmedu njih. Ovi kapilari bili su pokriveni glatkim endotelnim i
Kupferovim ¢elijama, ovoidnih jedara i izrazito svetle nukleoplazme. Izgled krvnih sudova je takode
potpuno histoloski nepromenjen. Struktura same jetre je o¢uvana. Takode, u poredenju sa pacovima
koji su bili samo na HFF dijeti, kod preostale tri grupe uoc¢eno je odsustvo vakuolarne degeneracije,
dok su pojedinacni sitni adipociti bili vrlo retko prisutni izmedu hepatocita (Slika 11).
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Slika 11. Promene u histologiji jetre nakon 10 nedelja HFF ishrane i suplementacije CR i D mati¢nim
sokovima. Kontrola — standardna ishrana i voda, HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja,
20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D
— pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku drenjine. CV — centralna vena, h — hepatociti, s — sinusoid, fa
—akumulacija masti (engl. fat accumulation); uveéanje x 20.

Za razliku od jetre pacova CR i D grupe, kod jetre HFF pacova doslo je do zna¢ajne promene
u histoloskoj strukturi i samoj arhitekturi pojedina¢nih zona. Osim toga, bila je jasno uocljiva
vakuolarna degeneracija, sto je ukazivalo na akumulaciju masti u jetri i hepatocitima. Promene su
bile vidljive u svim zonama, naro¢ito u strukturi samih hepatocita koji su kod HFF bili svetliji,
trabekularnog i izduZeno-nepravilnog oblika, znacajno razdvojeni pojedina¢nim adipocitima.
Takode, kada poredimo HFF sa kontrolnom, CR i R grupom, kod HFF su bili vidljivi jasno izrazeni

sinusoidi izmedu hepatocita, kao i naglaseni kapilari sa velikim brojem eritrocita nepravilnog oblika
(Slika 11).
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4.4.2 Histopatoloske analize visceralnog masnog tkiva

Dijametar adipocita masnog tkiva pacova HFF grupe bio je povetan u poredenju sa
zivotinjama iz ostalih grupa (K, CR i D). U proseku, povrs$ina adipocita kod zivotinja koje su bile na
HFF ishrani (7400 + 210 pm?) bila je skoro duplo veéa u poredenju sa povriinom kod
eksperimentalnih Zivotinja koje su tretirane sokom CR (4200 £ 120 um?) i D (4154 + 190 pm?), kao
i u poredenju sa kontrolnom grupom (4300 £ 110 um?) (Slika 12). Takode, pored veéeg dijametra,
kod HFF grupe bila je uocljiva narusena struktura samih adipocita i njihove mreze, $to nije slucaj kod
ostale tri grupe zivotinja. Pored toga, zabeleZen je jasno uocljiv manji broj adipocita na preseku kod
K, CR i D grupa u poredenju sa tkivima zivotinja iz HFF grupe.

”

Kont. . HFF

i R '
/
I#
,l
| 2 ¢ \
‘ ¢
. /
{
/ FoIN
- " .
3 e 50y
CR < D
: . s
[N
3\ X'
¥ ¢
) 3
\I
A :
Wum o ym
9000
LR
&~ 8000
g 7000
<
£ 6000 it Hi#
g, 5000
£
S 4000
g
5 3000
22000
1000
0
Kont HFF CR D

Slika 12. Promene u histologiji adipuuia hakon deset nedelja HFF ishrane i suplementacije CR i D mati¢nim
sokovima. Kont. — kontrola, standardna ishrana i voda, HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog
ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢énom soku crne ribizle,

36



D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku drenjine. Plave strelice prikazuju lumen adipocita; uvecanje
x 20. ***p < 0,001 u poredenju sa kontrolom; ###p < 0,001 u poredenju sa HFF grupom.

4.4.3 Histopatoloske analize pankreasa

Kod eksperimentalnih Zivotinja koje su tretirane samo HFF ishranom ustanovljene su
patoloske promene u egzokrinim i endokrinim komponentama pankreasa. Acinusne celije su bile
povecanog dijametra, a male vakuole su primeéene u gotovo svim acinusnim ¢elijama. Interlobularni
kanali su bili oblozeni spljostenim epitelom. Kod HFF grupe takode je uocen i smanjen broj beta
¢elija, kao 1 znacajna degeneracija samih Langerhansovih ostrvaca u poredenju sa pacovima kontrolne
grupe i CR i D grupa. Osim toga, u ovoj grupi uoc¢eni su i §iri intralobularni i interlobularni kanali
(Slika 13).

Slika 13. Morfologija Langerhansovih ostrvaca kod pacova na razli¢itim ishranama. Kont — kontrola,
standardna ishrana i voda, HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1%
holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani
i 20% mati¢nom soku drenjine; uvecanje x 20.

Kod pacova koji su tretirani sokom drenjine i crne ribizle egzokrina komponenta pankreasa
je vrlo o&uvana i skoro nepromenjena. Cinile su je gusto pakovane acinusne ¢elije koje su grupisane
u male reznjeve. Zapazeno je da su reznjevi pankreasa odvojeni nepromenjenim i ocuvanim
intralobularnim i interlobularnim pregradama vezivnog tkiva. Celije ostrvaca su izmesane sa
acinusnim c¢elijama, dok su sama ostrvca svetlije obojena od okolnih acinusnih ¢elija. Jedna od
posebno uocljivih promena kod Zivotinja tretiranih sokom CR jeste znacajno uvecanje samih
Langerhansovih ostrvaca, kao i prisustvo velikog broja krvnih sudova (Slika 14).
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Kada govorimo o imunohistohemijskim analizama moze se primetiti da je stepen ekspresije
glukagonskih imunoreaktivnih ¢elija bio znacajno veci kod pacova koji su bili na HFF ishrani
(52,6 £ 3,6 um) u poredenju sa kontrolnom grupom (45 + 5,7 um), kao i onima koji su bili na
suplementaciji sokom CR (35,8 + 3,3 um) i D (29,6 £ 4,7 um). Oba soka pokazala su pozitivno
dejstvo na smanjenje ekspresije glukagona ¢ije je povecano lucenje izazvala desetonedeljna HFF
ishrana (Slika 14).
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Slika 14. Imunohistohemijsko bojenje glukagon imunoreaktivnih ¢elija Langerhansovih ostrvaca. Kont —
kontrola, standardna ishrana i voda, HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze
i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D - pacovi na HFF
ishrani i 20% mati¢nom soku drenjine. *p < 0,05; ***p < 0,001 u poredenju sa kontrolom; ###p < 0,001 u
poredenju sa HFF grupom; uvecanje x 20.

Kada je koncentracija insulina u pitanju, zabelezena je sli¢na situacija. Suplementacija
sokovima je imala pozitivno dejstvo i pospesila njegovo lucenje, koje je kod HFF grupe bilo znatno
nize u poredenju sa kontrolom. Razlika u stepenu ekspresije insulina izmedu kontrolnih i
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eksperimentalnih Zivotinja bila manje izrazena nego §to je to bio slucaj kod razlike zabeleZene u
ekspresiji glukagona, HFF (30,2 £ 1,7 um), CR (51,4 £ 5,4 um) i D (53,4 £ 3,6) um (Slika 15).
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Slika 15. Imunohistohemijsko bojenje insulin-imunoreaktivnih celija Langerhansovih ostrvaca. Kontrola -
standardna ishrana i voda, HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1%
holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani
i 20% mati¢cnom soku drenjine. *p < 0,05; **p < 0,01 u poredenju sa kontrolom; ###p < 0,001 u poredenju sa
HFF grupom; uvecanje x 20.
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4.5 Koli¢ina iRNK za inflamatorne citokine u jetri

Razlike u ekspresiji gena za inflamatorne citokine TNF-a, IL-1p i IL-6 u jetri <acova na
razli¢itim ishranama prikazane su na Slici 16. Nije zabelezena znacajna razlika u ekspresiji IRNK za
TNF-o i IL-1p izmedu grupa. Sa druge strane, povecana ekspresija IRNK za IL-6 zabeleZena je u jetri
pacova koji su proveli deset nedelja na HFF ishrani u poredenju sa grupom na kontrolnoj ishrani.
Suplementacija sokom CR uz HFF ishranu pokazala je anti-inflamatorni potencijal budu¢i da je u
ovoj grupi zabeleZena znatno niza ekspresija IRNK IL-6 u poredenju sa HFF grupom. Suplementacija
sokom D takode je pokazala trend anti-inflamatornog dejstva na ekspresiju gena za ovaj interleukin,
ali dobijeni rezultati nisu bili statisti¢ki znacajni.
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Slika 16. Koncentracija iRNK za A) IL-1B, B) IL-6 i C) TNF-a u jetri pacova nakon deset nedelja tretmana,
HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR —
pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢énom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku
drenjine. Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + SEM. *p < 0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom;
#p < 0,05 u poredenju sa HFF grupom.

4.6 Analiza parametara oksidativnog stresa

4.6.1 Odredivanje parametara oksidativnog stresa u plazmi

HFF ishrana dovela je do znacajnog snizenja vrednosti PAB u plazmi i nije uticala na ostale
analizirane parametre. Konzumacija oba soka uz HFF ishranu dovela je do prevencije smanjenja PAB
vrednosti, tako da se one u CR i D grupama nisu razlikovale u poredenju sa kontrolom. Sa druge
strane, vrednost ovog parametra kod CR grupe bila je vec¢a u poredenju sa HFF grupom. Takode je
kod obe grupe koje su pile sokove zabeleZena niza koncentracija AOPP u plazmi u poredenju sa
kontrolnom grupom. Kod grupe koja je pila sok drenjine je zabeleZena i znacajno niza koncentracija
02" i visa koncentracija MDA u plazmi u poredenju sa kontrolnom i sa HFF grupom (Tabela 11).
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Tabela 11. Razlika u parametrima oksidativnog stresa izazvana HFF ishranom i suplementacijom
sokovima CR i D u plazmi pacova

Parametri Kontrolna grupa HFF CR D p

Oz~ (umol NBT/min/l) 48 (37-51) 51 (44-57) 49 (46-55) 41 (39-47)#7 0,111
PAB (U/l) 118 (112-123) 96 (93-109)* 119 (112-126)# 109 (99-115) 0,029
MDA (umol/I) 2,93 (2,59-3,19) 2,74 (2,52-2,89) 2,70 (2,44-3,04) 3,41 (2,89-3,70)#+ 0,058
AOPP (umol/l) 57,7 (53,6-61,2) 54,4 (45,9-63,1) 50,2 (46,4-53,9)** 49,9 (43,4-54,3)* 0,052
IMA (ABSU) 0,050 (0,046-0,060) 0,052 (0,046-0,057) 0,048 (0,045-0,057) 0,081 (0,039-0,301) 0,664
SOD (U/1) 141 (139-144) 141 (140-142) 141 (139-142) 142 (141-144) 0,639
SHG (mmol/l) 0,216 (0,173-0,222) 0,216 (0,190-0,262) 0,199 (0,182-0,225) 0,184 (0,148-0,277) 0,803

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i analizirani Mann-Whitney U-testom i Kruskal-
Wallis testom. HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline
i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢cnom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20%
mati¢nom soku drenjine. *p < 0,05; **p < 0,01 u poredenju sa kontrolnom grupom; #p < 0,05 u poredenju sa
HFF grupom; fp < 0,05 u poredenju sa CR grupom; NBT — engl. Nitro Blue Tetrazolium; PAB — pro-
oksidativni antioksidativni balans; MDA — malondialdehid; AOPP — uznapredovali produkti oksidacije
proteina; IMA — ishemijski modifikovani albumin; SOD — superoksid dismutaza; SHG- sulfhidrilne grupe; p
— p vrednost dobijena primenom Kruskal-Wallis testa.

4.6.2 Odredivanje parametara oksidativnog stresa u jetri

Svi analizirani efekti sokova bogatih polifenolima na oksidativni status u jetri pacova
prikazani su u Tabeli 12. HFF ishrana dovela je do znacajnog povecanja TOS, kao i SOD i PON1
aktivnosti 1 smanjenja TAS u jetri u poredenju sa grupom na kontrolnoj ishrani. Nasuprot tome,
konzumacija soka crne ribizle dovela je do statisticki znacajnog poveéanja TAS, koncentracije AOPP
i aktivnosti PAB, PON1 i SOD, kao i smanjenja koncentracije Oz i TAS u poredenju s kontrolnom
grupom. Kada poredimo CR i HFF grupe, kod CR je zabelezen porast koncentracije AOPP i PON1
aktivnosti, uz smanjenje koncentracije O>"". Sa druge strane, konzumacija soka drenjine uz HFF
ishranu dovela je do povecanja aktivnosti PONI1 1 SOD, uz smanjenje koncentracije MDA u
poredenju sa grupom na kontrolnoj ishrani. U poredenju sa HFF grupom, u jetri D pacova zabeleZena
je niza koncentracija MDA, povisena aktivnost PON1 i visi TAS. Na kraju, poredenjem CR i D grupe,
kod D pacova su ustanovljeni znacajno nizi TOS i koncentacija AOPP, dok su izmerene vrednosti
TAS bile vise.

4.6.3 Odredivanje parametara oksidativnog stresa u visceralnom masnom tkivu

U poredenju sa kontrolnom grupom, u visceralnom masnom tkivu HFF grupe zabelezen je porast
TAS, dok su ostali ispitivani parametri oksidativnog stresa ostali nepromenjeni. Sa druge strane,
konzumiranje soka CR uz HFF ishranu dovelo je do smanjenja TOS i TAS, koncentracije MDA i
aktivnosti PON1. Sli¢an efekat zabelezen je i kod konzumacije soka D gde su zabelezene nize
vrednosti TOS i koncentracije IMA, dok su PAB aktivnost i odnos TAS/TOS bili visi u poredenju sa
HFF grupom. Na kraju, poredenjem CR i D grupe ustanovljena je znatno niza koncentracija IMA kod
pacova koji su pili sok drenjine. Sve gore pomenute vrednosti prikazane su u Tabeli 13.
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Tabela 12. Razlika u parametrima oksidativnog stresa izazvana HFF ishranom i suplementacijom sokovima CR i D u jetri pacova

Parametri Kontrolna grupa HFF CR D p
TOS (umol/L) 772 (686-815) 841 (794-890)* 887 (863-1228)** 777 (750-854)1 0,014
Oz (umol NBT/min/L) 2440 (2310-2580) 2425 (2310-2760) 2230 (2000—2310)*## 2230 (2110-2440) 0,042
PAB (U/L) 226 (206-246) 234 (230-259) 259 (244-265)* 230 (209-237)1 0,060
MDA (umol/L) 93,3 (83,0-119) 97,4 (88,2-120,7) 79,3 (60,7-103,7) 64,1 (54,1-81,8)*# 0,065
AOPP (umol/L) 1381 (1355-1475) 1506 (1384-1604) 1741 (1676-1869)**## 1526 (1418-1680)7 0,003
IMA (ABSU) 0,543 (539-595) 0,622 (0,559-0,638) 0,654 (0,551-0,681) 0,591 (0,542-0,628) 0,234
PONL1 (U/L) 0 (0-0) 85 (30-330)** 430 (360—490)***## 400 (340-410)***# <0,001
TAS (umol/L) 14010 (13780-14220) 11345 (10790-11520)*** 11420 (11230-12240)*** 13160 (12420-14010)###+  <0,001
SOD (U/L) 210 (0-240) 1260 (1180-1320)*** 860 (810-1290)*** 1320 (1300-1345)*** <0,001
SHG (mmol/L) 8,71 (8,38-9,89) 8,60 (7,50-10,3) 8,44 (8,09-9,06) 8,27 (7,77-8,64) 0,589
TAS/TOS 18,4 (16,2-20,4) 13,2 (12,3-14,3)*** 12,6 (9,3-13,6)** 17,9 (15,3-18,2)##t+ <0,001

Podaci su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i analizirani Mann-Whitney U-testom i Kruskal-Wallis testom. HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25%
suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢cnom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20%
matiénom soku drenjine. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u poredenju sa kontrolnom grupom; #p < 0,05; ##p < 0,01; ### p <0,001 u poredenju sa HFF grupom;
+p <0,05; 11 p <0,01 u poredenju sa CR grupom; TOS — ukupni oksidativni status; NBT — engl. Nitro Blue Tetrazolium; PAB — pro-oksidativni antioksidativni balans;
MDA — malondialdehid; AOPP — uznapredovali produkti oksidacije proteina; IMA — ishemijski modifikovani albumin; PON1 — paraoksonaza 1; TAS — ukupni
antioksidativni status; SOD — superoksid dismutaza; SHG — sulfhidrilne grupe; p — p vrednost dobijena primenom Kruskal-Wallis testa.
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Tabela 13. Razlika u parametrima oksidativnog stresa izazvana HFF ishranom i suplementacijom sokovima CR i D u visceralnom masnom tkivu pacova

Parametri Kontrolna grupa HFF CR D p

TOS (umoL/L) 24,5 (22,0-27,5) 38,0 (24,0-39,0) 20,0 (14,5-20,0)## 16,0 (14,0-19,0)*### 0,003
Oz~ (umol NBT/min/L) 160 (150-160) 160 (150-160) 160 (145-160) 160 (150-160) 0,954
PAB (U/L) 386 (373-392) 380 (378-386) 385 (381-397) 388 (387-389)# 0,213
MDA (umol/L) 11,5 (8,89-15,6) 13,7 (11,1-17,0) 9,26 (8,52-10,4)# 11,1 (7,04-12,6) 0,110
AOPP (umol/L) 376 (347-392) 319 (296-363) 298 (283-343) 319 (305-354) 0,169
IMA (ABSU) 0,528 (0,497-0,538) 0,526 (0,513-0,550) 0,542 (0,504-0,545) 0,486 (0,460-0,516)#7 0,103
PONL1 (U/L) 15 (0-30) 10 (10-20) 5 (0-10)# 0 (0-0)*## 0,010
TAS (umoL/L) 1955 (1830-2030) 2375 (2170-2450)* 2025 (1790-2245)# 2180 (2110-2180) 0,027
SOD (U/L) 1275 (1250-1310) 1225 (1210-1240) 1245 (1235-1275) 1240 (1200-1290) 0,221
SHG (mmol/L) 0,319 (0,174-0,450) 0,334 (0,232-0,406) 0,246 (0,210-0,276) 0,218 (0,174-0,304) 0,254
TAS/TOS 75,4 (72,4-91,8) 58,6 (50,8-102,1) 107 (85,4-135) 132 (120-141)*## 0,010

Rezulati su prikazani kao medijana (interkvartilni raspon) i analizirani Mann-Whitney U-testom i Kruskal-Wallis testom. HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25%
suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢cnom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20%
mati¢nom soku drenjine. *p < 0,05 u poredenju sa kontrolnom grupom; #p < 0,05; ##p < 0,01; ###p < 0,001 u poredenju sa HFF grupom; Fp < 0,05 u poredenju sa
CR grupom; TOS — ukupni oksidativni status; NBT — engl. Nitro Blue Tetrazolium; PAB — pro-oksidativni antioksidativni balans; MDA — malondialdehid; AOPP —
uznapredovali produkti oksidacije proteina; IMA — ishemijski modifikovani albumin; PON1 — paraoksonaza 1; TAS — ukupni antioksidativni status; SOD — superoksid
dismutaza; SHG — sulfhidrilne grupe; p — p vrednost dobijena primenom Kruskal-Wallis testa.
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4.6.4 Oksi-skorovi u razli¢itim tkivima pacova

Oksi skor predstavlja dve primarne komponente oksidativnog stresa — akumulaciju
oksidativnog ostecenja i opadanje antioksidativne zastite. Razlike izmedu pro-oksi, anti-oksi i oksi
skorova u plazmi, jetri i VMT razli¢itih eksperimentalnih grupa prikazane su na Slikama 17, 18 i 109.
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Slika 17. Pro-oksi, anti-oksi i oksi skorovi u plazmi pacova na razli¢itim tipovima ishrane. HFF — pacovi na
ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF
ishrani i 20% mati¢nim sokom crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku drenjine. *p <
0,05; **p < 0,01 u poredenju sa kontrolnom grupom.

Analiza plazme pokazala je smanjenje nivoa pro-oksidanasa, nastalih kao posledica masne
ishrane, nakon suplementacije sokovima bogatim polifenolima. Suplementacija nije dovela do
znacajnih promena antioksidanasa u krvi, dok je oksi skor dao sli¢ne rezultate poput pro-oksi skora
kod sve Cetiri eksperimentalne grupe. Najizrazenije redoks skor promene zapazene su U jetri (Slika
18), gde je CR tretman znatno povecao pro-oksi skor u poredenju sa kontrolnom i HFF grupom, $to
nije postignuto D tretmanom.
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Slika 18. Pro-oksi, anti-oksi i oksi skorovi u jetri pacova na razli¢itim tipovima ishrane. HFF — pacovi na
ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF
ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢cnom soku drenjine. *p <
0,05; **p<0,.01; ***p < 0,001 u poredenju sa kontrolnom grupom; #p < 0,05; ##p < 0,01 u poredenju sa HFF
grupom; Tp < 0,05; +1p < 0,01 u poredenju sa CR grupom.

Dobijeni rezultati su dodatno potvrdeni opstim smanjenjem oksi skora, koji je bio najvise
izrazen kod D grupe. lako je zabeleZeno nekoliko znacajnih promena redoks parametara u VMT, u
tom tkivu su redoks skorovi ipak ostali nepromenjeni, odnosno izbalansirani su (Slika 19).
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Slika 19. Pro-oksi, anti-oksi i oksi skorovi u visceralnom masnom tkivu pacova na razli¢itim tipovima ishrane.
HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja, 20% fruktoze i 0,1% holne kiselne i vodi, CR -
pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢cnom soku crne ribizle, D - pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku
drenjine.

Analizom plazme ustanovljen je znatno nizi pro-oksi i oksi skor u HFF i D grupi u poredenju
sa kontrolom. Nije bilo razlika u skorovima izmedu HFF i grupa koje su konzumirale sok. U jetri je
zabeleZena razlika u pro-oksi skorovima izmedu CR grupe i K i HFF grupa, kod CR grupe je ta
vrednost bila znacajno visa. U isto vreme vrednost pro-oksi skora D grupe bila je znatno niza u
poredenju sa CR grupom. Sve tri grupe su imale visi anti-oksi skor u poredenju sa kontrolnom
grupom, dok je D grupa imala visi anti-oksi skor od CR grupe. Sto se oksi skora ti¢e, kod HFF i D
grupe je bio znatno niZi nego kod kontrolne grupe, a zabeleZena je statisti¢ki znacajna razlika i izmedu
CR 1 D grupa, gde je oksi skor kod grupe koja je pila sok od drenjine bio niZi. Kao $to je napomenuto,
nije bilo statisticki znacajnih razlika u skorovima izmedu grupa kada se u razmatranje uzme masno
tkivo.

4.6.5 Multipla linearna regresija

Kako bi se utvrdilo koji parameter redoks statusa i tip tretmana je najbolji indikator procenta
visceralne masti na kraju studije uradena je multipla linearna regresiona (MLR) analiza (sa selekcijom
unazad). Kao najbolji indikatori porasta VMT pokazali su se SOD i PAB parametri iz plazme, koji
objasnjavaju % masti sa 56% varijabilnosti (Tabela 14). Najbolji indikator % VMT od parametara
merenih u jetri bio je SOD, a nakon njega O2" sa marginalnim znac¢ajem za model, odnosno 52%
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varijabilnosti. Kao najznacajniji indikatori pokazali su se parametri iz masnog tkiva, SOD, AOPP,
TOS i TAS, ¢ija je varijabilnost koja objasnjava % VMT bila 57% (Tabela 14).

Tabela 14. Multipla linearna regresiona analiza za zavisnost procentna visceralnog masnog tkiva i
parametara oksidativnog stresa u razli¢itim tkivima

Plazma

Zavisna varijabla visceralno masno tkivo %, F = 11,3; p < 0,001; R? = 0,617; prilagodeni (engl.

Indikatori adjusted) R? = 0,563

Nestandardizovano Standardizovani

koeficijenti
Standardna
B greska B P
Eksperimentalna g5 0,243 0,486 0,003
grupa
SOD (U/L) 0,190 0,093 0,291 0,054
PAB (U/L) —-0,044 0,017 —-0,348 0,020
Jetra
Indikatori Zavisna varijabla visceralno masno tkivo %, F = 9,6; p < 0,001; R? = 0,552; adjusted R? = 0,523
Nestandardizovano Sta”f’a!!d'z.o"a”'
koeficijenti
Standardna
B greska B P
SOD (U/L) 0,002 0,000 0,639  <0,001
Oz (umol _ _
NBT/min/L) 0,002 0,001 0,225 0,087
Masno tkivo
Indikatori Zavisna varijabla visceralno masno tkivo %, F = 19,1; p < 0,001; R? = 0,633; adjusted R = 0,567
. Standardizovani
Nestandardizovano koeficijenti
Standardna
B greska B P
Eksperimentaina ) 59, 0,212 0818  <0,001
grupa
SOD (U/L) -0,012 0,004 -0,343 0,008
AOPP (umoL/L)  —0,002 0,001 —-0,258 0,036
TOS (umoL/L) 0,060 0,020 0,422 0,006
TAS (umoL/L) -0,002 0,001 -0,327 0,015

SOD - superoksid dizmutaza, O, — superoksid anjon radikal, PAB — pro-oksidativni antioksidativni balans,
AOPP — uznapredovali produkti oksidacije proteina, TAS — ukupni antioksidativni status, TOS — ukupni
oksidativni status, NBT— engl. Nitro Blue Tetrazolium.
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4.7 Profil masnih kiselina u plazmi, jetri i masnom tkivu

Analizom masnokiselinskog profila plazme eksperimentalnih grupa ustanovljeno je da je HFF
ishrana dovela do smanjenja ukupnih SFA, ukupnih n-3 PUFA (kao i smanjenja pojedinacnih 18:3n-
3, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3) i 20:4n-6 (Tabela 15) kod sve tri grupe koje su konzumirale HFF pelet
u trajanju od deset nedelja u poredenju sa kontrolom, bez obzira da li su bile na suplementaciji sokom
ili ne. Takode je u plazmama HFF grupe zabeleZena veca koncentracija ukupnih MUFA, a ta razlika
je bila jos izrazenija kod CR i D grupe kada ih poredimo sa kontrolom. Osim toga, u plazmama HFF,
CR i D grupa su zabeleZene nize vrednosti 16:0, 16:1n-7, 18:1n-7 i visa vrednost 22:4n-6 MK u
poredenju sa kontrolnom grupom. Kada je re¢ o 20:3n-6, ona je bila znatno visa u plazmi HFF grupe,
dok je konzumacija oba soka predupredila porast njene koncentracije. Takode je koncentracija 18:1n-
7 kod CR i D grupa, iako i dalje znatno niza od kontrole, bila znac¢ajno visa u poredenju sa HFF
grupom. Sam odnos n-6/n-3 bio je znatno visi kod svih zivotinja na modifikovanoj ishrani, a isto vazi
I za aktivnost D9 desaturaze i elongaza. Sa druge strane, aktivnost D5 desaturaze bila je znatno niza
kod HFF grupe u poredenju sa preostale tri grupe.

Tabela 15. Profil masnih kiselina u plazmi pacova na razli¢itim ishranama

Masne kiseline Kontrola HFF CR D

16:0 22,55+ 0,93 18,57 £ 0,97*** 19,04 £ 0,71*** 19,12 £ 1,19***
18:0 16,98 + 1,30 17,93+ 1,34 17,03+1,19 17,48 £ 2,30
SFA 39,563+ 1,57 36,50 + 1,88** 36,07 + 1,24*** 36,60 + 2,96**
16:1n-7 1,22 +0,21 0,45 + 0,29*** 0,44 + 0,22*** 0,45 + 0,11***
18:1n-9 6,43 + 0,76 10,15 £ 1,78*** 10,69 £ 1,02*** 10,83 £ 1,68***
18:1n-7 2,35+0,26 1,18 £ 0,10*** 1,34 £ 0,04***# 1,37 £ 0,14*%**#
MUFA 10,00 + 1,33 11,78 + 2,03* 12,47 + 1,08** 12,65 £ 1,79**
18:2n-6 19,00 £ 1,65 25,25 + 2,51*** 25,98 + 2,15*** 25,07 + 3,05***
18:3n-6 0,42 +0,14 0,46 + 0,12 0,40 £ 0,05 0,38 + 0,07
20:3n-6 0,66 + 0,22 0,98 + 0,30** 0,50 + 0,06#4## 0,56 + 0,16###
20:4n-6 25,85+ 1,34 22,64 + 3,22** 22,15 + 1,90*** 22,29 + 1,59**
22:4n-6 0,60 +0,10 1,10 £ 0,17*** 1,22 +0,26*** 1,12 +0,13***
n-6 PUFA 46,51 + 1,89 50,43 £ 2,20*** 50,26 + 1,02*** 49,40 £ 2,15**
18:3n-3 0,38 +£ 0,08 0,09 + 0,06*** 0,09 + 0,03*** 0,11 £ 0,04***
20:5n-3 0,26 £ 0,09 0,04 + 0,04*** 0,04 £ 0,05*** 0,04 £ 0,04***
22:5n-3 0,54 +£0,10 0,20 + 0,08*** 0,19 £ 0,13*** 0,18 + 0,03***
22:6n-3 2,78 £0,37 0,97 £ 0,19*** 0,88 £ 0,13*** 1,02 + 0,15***
n-3 PUFA 3,97 £0,28 1,29 + 0,28*** 1,20 £ 0,21*** 1,35 +0,17***
PUFA 50,48 + 2,07 51,72 £ 2,00 51,46 + 0,94 50,75 + 2,08
n-6/n-3 odnos 11,76 £ 0,63 40,93 + 9,50*** 43,06 + 7,58*** 37,25 + 5,62***
D9 0,38 £ 0,06 0,57 £ 0,12** 0,63 £ 0,09*** 0,64 £ 0,19***
D6 0,023 + 0,009 0,019 + 0,006 0,016 + 0,005* 0,014 + 0,005*
D5 45,30 + 22,36 25,12 + 8,94** 44,86 + 6,17## 43,70 + 14,75##
elongaze 0,76 £ 0,07 0,97 + 0,08*** 0,90 + 0,08** 0,92 £ 0,12%**

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SD. HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja,
20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D
— pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku drenjine. SFA — zasi¢ene masne kiseline (engl. Saturated Fatty
Acids), MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline (engl. Monounsaturated Fatty Acids), PUFA -
polinezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated Fatty Acids). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u
poredenju sa kontrolnom grupom; #p < 0,05; ##p < 0,01; ###p < 0,001 u poredenju sa HFF grupom.

Analizom MK u ukupnim lipidima jetre ustanovljena je visa zastupljenost ukupnih n-6
PUFA, kao i pojedina¢nih 18:1n-9, 18:2n-6 i 22:4n-6 MK kod HFF, CR i D grupe u poredenju sa
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grupom na standardnoj ishrani. Koncentracija 16:0 bila je ve¢a kod HFF grupe nego kod kontrole,
dok je koncentracija MUFA bila vec¢a kod CR i D grupe nego kod kontrole. Sve tri grupe koje su
konzumirale HFF pelet imale su nize vrednosti 18:3n-3, 20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3, a samim tim i
ukupne n-3 PUFA u poredenju sa grupom na standardnoj ishrani. Takode su kod ove tri grupe
vrednosti 18:1n-7, 18:3n-6 i 20:4n-6 bile znatno nize od vrednosti izmerenih kod kontrole.
Konzumiranje CR i D soka sprecilo je porast 20:3n-6 koji je zabelezen kod HFF grupe. Sve tri grupe
na modifikovanoj ishrani imale su pove¢anu aktivnost D9 i smanjenu aktivnost D6 desaturaze, kao 1
izrazeno povecan n-6/n-3 odnos MK u jetri. Sa druge strane, aktivnost D5 desaturaze bila je smanjena
samo kod HFF grupe u poredenju sa ostale tri eksperimentalne grupe, dok je aktivnost elongaza bila
izrazenija kod HFF i D grupe u poredenju sa kontrolom (Tabela 16).

Tabela 16. Profil masnih kiselina u jetri pacova na razli¢itim ishranama

Masne Kiseline Kontrola HFF CR D

16:0 19,75+ 0,57 18,80 + 0,75* 19,04 £ 0,71 19,12+ 1,19
18:0 16,42 + 0,78 17,90 + 1,43 17,03+1,19 17,48 £ 2,30
SFA 36,17 + 0,44 36,70 + 1,91 36,07 +1,24 36,60 + 2,96
16:1n-7 0,70+ 0,43 0,44 +£0,31 0,44 +0,22 0,45+0,11
18:1n-9 6,77 + 0,52 9,90 + 1,73*** 10,69 + 1,02*** 10,83 + 1,68***
18:1n-7 2,80 + 0,59 1,17 + 0,10%** 1,34 + 0,04*** 1,37 £ 0,14***
MUFA 10,26 + 1,45 11,51 +1,99 12,47 + 1,08** 12,65 + 1,79**
18:2n-6 20,83+ 1,63 24,90 + 2,43** 25,98 + 2,15*** 25,07 + 3,06***
18:3n-6 0,59 +0,22 0,46 +0,13* 0,40 + 0,05** 0,38 £0,07**
20:3n-6 0,70+0,18 0,99 + 0,32** 0,50 + 0,06*## 0,56 + 0,16###
20:4n-6 25,07 + 0,95 23,02 + 3,21* 22,15 + 1,90** 22,29 + 1,59**
22:4n-6 0,78 +0,14 1,12 + 0,18*** 1,22 +0,26*** 1,12 + 0,13***
n-6 PUFA 47,97 +£1,39 50,47 + 2,35** 50,26 + 1,02* 49,40 + 2,15
18:3n-3 0,38 £ 0,06 0,10 + 0,06*** 0,09 + 0,03*** 0,11 + 0,04***
20:5n-3 0,28 £ 0,03 0,04 + 0,05*** 0,04 + 0,05*** 0,04 + 0,04***
22:5n-3 0,77 £0,13 0,18 + 0,06*** 0,19 £ 0,13*** 0,18 + 0,03***
22:6n-3 4,17 + 0,35 1,00 £ 0,18*** 0,88 £ 0,13*** 1,02 £ 0,15***
n-3 PUFA 5,60 £ 0,42 1,31 +0,28*** 1,20 £ 0,21*** 1,35 +0,17***
PUFA 53,57 £ 1,26 51,79 £ 2,12* 51,46 + 0,94* 50,75 + 2,08**
n-6/n-3 odnos 8,61+0,79 40,25 + 9,92*** 43,06 + 7,58*** 37,25 + 5,62***
D9 0,42 + 0,05 0,56 +0,12* 0,63 + 0,09** 0,64 +0,19**
D6 0,029 + 0,011 0,019 + 0,006** 0,016 £ 0,005*** 0,014 + 0,005***
D5 37,50 £ 7,63 25,66 + 9,40* 44,86 + 6,1 7###H# 43,70 £+ 14, 75#4##
elongaze 0,83 + 0,06 0,95 + 0,07** 0,90 + 0,08 0,92 +0,12*

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SD. HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja,
20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR - pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D -
pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢cnom soku drenjine. SFA — zasi¢ene masne kiseline (engl. Saturated Fatty
Acids), MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline (engl. Monounsaturated Fatty Acids), PUFA -
polinezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated Fatty Acids). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u
poredenju sa kontrolnom grupom; ###p < 0,001 u poredenju sa HFF grupom.

Kada je re¢ o profilu masnih kiselina u visceralnom masnom tkivu, konzumacija HFF peleta
dovela je do smanjenja koli¢ine SFA i n-3 PUFA i povecanja kolicine MUFA, PUFA, n-6 PUFA, a
samim tim i n-6/n-3 odnosa kod sve tri grupe u poredenju sa kontrolnom. Takode je kod ovih grupa
zabeleZena 1 niZa koncentracija pojedinacnih zasi¢enih 16:0 1 18:0 MK. Kod sve tri grupe niZe su bile
I koncentracije 16:1n-7, 18:1n-7, 18:3n-6, 20:4n-6, 22:4n-6 i svih pojedina¢nih n-3 PUFA (18:3n-3,
20:5n-3, 22:5n-3, 22:6n-3) u poredenju sa kontrolnom grupom. Sa druge strane, koncentracija 18:1n-
91 18:3n-6 bila je niza kod zivotinja koje su provele deset nedelja na HFF peletu u poredenju sa
pacovima na standardnoj ishrani. Koncentracija MUFA bila je zna¢ajno niza u adipocitima D grupe
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u poredenju sa CR grupom, dok je zastupljenost 18:2n-6 i ukupnih n-6 PUFA u ovoj grupi bila visa
nego ona izmerena kod HFF grupe. Kod CR grupe je zabeleZena niza koncentracija 20:3n-6, 18:3n-
3 i ukupnih n-3 PUFA, kao i vi$i n-6/n-3 odnos u poredenju sa HFF grupom. Takode je kod svih
grupa na modifikovanoj ishrani zabelezen porast aktivnosti D9 desaturaze i elongaza, i smanjena

aktivnost D6 desaturaze u poredenju sa grupom na standardnoj ishrani (Tabela 17).

Tabela 17. Profil masnih kiselina u masnom tkivu pacova na razli¢itim ishranama

Masne kiseline Kontrola HFF CR D

16:0 19,99 + 1,18 13,49 + 1,23*** 12,48 + 1,17*** 12,42 £ 1,27***
18:0 3,19+0,42 2,87 +0,33* 2,79 £ 0,13** 2,77 £0,16**
SFA 23,18 + 1,53 16,35 + 1,17*** 15,27 + 1,15*** 15,19 + 1,28***
16:1n-7 2,91 +0,49 1,51 £ 0,56*** 1,19 £ 0,48*** 1,11 £ 0,37***
18:1n-9 23,59 + 1,03 30,10 + 1,26*** 30,63 + 0,68*** 29,99 + 0,83***
18:1n-7 2,62 +0,22 1,69 + 0,16*** 1,71 £ 0,10*** 1,60 + 0,21***
MUFA 29,12 + 1,09 33,30 + 0,97*** 33,562 + 0,31*** 32,70 £ 0,69***+
18:2n-6 43,34 + 2,32 48,46 + 1,92*** 49,95 + 1,32*** 50,29 + 1,39***#
18:3n-6 0,27 £0,13 0,12 £ 0,06*** 0,08 £ 0,02*** 0,08 £ 0,02***
20:3n-6 0,24 £ 0,03 0,34 £ 0,37 0,15 £ 0,02# 0,16 + 0,03
20:4n-6 1,64 + 0,55 0,80 £ 0,18** 0,59 + 0,24** 0,70 £ 0,14**
22:4n-6 0,28 +£0,10 0,14 £ 0,04*** 0,11 £ 0,02*** 0,11 £ 0,02***
n-6 PUFA 4577 + 2,01 49,85 + 1,88*** 50,88 + 1,17*** 51,69 + 1,35***#
18:3n-3 1,59 +0,27 0,49 £ 0,18*** 0,30 £ 0,04***# 0,39 + 0,14***
20:5n-3 0,03 £ 0,02 0,00 £ 0,00*** 0,00 £ 0,00*** 0,00 £ 0,00***
22:5n-3 0,14 £ 0,10 0,01 £ 0,01*** 0,01 £0,01*** 0,01 £ 0,01***
22:6n-3 0,17 £ 0,07 0,03 £ 0,02*** 0,02 £ 0,01*** 0,02 £ 0,01***
n-3 PUFA 1,94 +0,28 0,50 £ 0,16*** 0,33 £ 0,05***# 0,42 £ 0,16***
PUFA 47,70 £ 2,21 50,34 + 1,78** 51,21 £ 1,13*** 52,11 + 1,35***#
n-6/n-3 odnos 23,96 + 2,81 112 + 42,78*** 158,26 + 25,39***## 137 £ 47,43***
D9 7,51 +1,05 10,59 + 0,93*** 11,01 + 0,47*** 10,87 £ 0,75***
D6 0,006 + 0,003 0,002 + 0,002*** 0,002 £+ 0,001*** 0,001 + 0,001***
D5 6,85 + 1,80 3,55+1,42 4,21 +1,66 4,17 +£1,52
elongaze 0,16 £ 0,01 0,21 £ 0,04*** 0,22 £ 0,03*** 0,23 £ 0,02***

Podaci su prikazani kao srednja vrednost + SD. HFF — pacovi na ishrani sa dodatih 25% suncokretovog ulja,
20% fruktoze i 0,1% holne kiseline i vodi, CR — pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku crne ribizle, D
— pacovi na HFF ishrani i 20% mati¢nom soku drenjine. SFA — zasi¢ene masne kiseline (engl. Saturated Fatty
Acids), MUFA — mono nezasi¢ene masne kiseline (engl. Monounsaturated Fatty Acids), PUFA — poli
nezasi¢ene masne kiseline (engl. Polyunsaturated Fatty Acids). *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001 u
poredenju sa kontrolnom grupom; #p < 0,05; ##p < 0,01 u poredenju sa HFF grupom; {p < 0,05 u poredenju
sa CR grupom.
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5. DISKUSIJA

Dosada$nja saznanja potvrduju da kod dijagnostikovanog metabolickog sindroma, 0sim
dislipidemije, visceralne gojaznosti i smanjene insulinske osetljivosti, najcesce sre¢emo promenjen
lipidni profil plazme i smanjenu antioksidativnu zastitu koja je &esto pracena povecanom
inflamacijom [153-155]. Usvajanje odredenih navika u ishrani u ovoj fazi razvoja poremec¢aja moze
dovesti do sveobuhvatnog poboljsanja opSteg zdravstvenog stanja i spreéiti razvoj dijabetesa tipa 2 i
kardiovaskularnih bolesti. Zbog visoke zastupljenosti polifenola, bobicasto voce, kao i njegovi
proizvodi (sokovi, dzemovi, kase), su poznati po svom blagotvornom dejstvu na opste zdravlje [156].
Drenjina i crnaribizla se vekovima koriste u srpskoj narodnoj medicini, ali i dalje ne postoji dovoljno
nau¢nih dokaza koji bi potvrdili sve lekovite efekte koji im se pripisuju. Poznato je da odredene klase
polifenola koje su takode u velikoj meri zastupljene u plodovima ove dve biljke imaju inhibitorni
efekat na razvoj odredenih vrsta karcinoma, kardiovaskularnih poremecaja i stanja povezanih sa
hroni¢nom inflamacijom, kao i da njihov unos moze znatno smanjiti oksidativni stres indukovan
ishranom bogatom mastima i Se¢erima, tzv. zapadnjackom ishranom [157-160]. Jedna od prednosti
komercijalno dostupnih mati¢nih sokova je u tome $to su dostupni tokom cele godine, tako da njihovo
kori$éenje nije ograni¢eno samo na letnju sezonu kada su dostupni sami plodovi, pa je pretpostavka
da bi njihova upotreba mogla da nadomesti smanjeni unos svezih plodova.

Kako bi $to preciznije ispitali dejstvo ovih sokova na prevenciju razvoja MetS i svih
propratnih negativnih simptoma, prvi deo ove studije imao je za cilj pronalazak najadekvatnijeg
animalnog model sistema za dalje sprovodenje eksperimenta. U prvom delu studije testirana su dva
podsoja Wistar pacova, podeljenih u po dve starosne grupe, a ujedno je ispitivana i optimalna duzina
trajanja tretmana. Nakon postizanja adekvatnog model sistema ispitivan je uticaj svakodnevne
konzumacije komercijalno dostupnih mati¢nih sokova CR 1 D na prevenciju razvoja parametara
karakteristi¢nih za MetS. To je obuhvatilo antropometrijske, hematoloSke 1 biohemijske parametre,
MK profile plazme, masnog tkiva i jetre, aktivnost enzima antioksidativne zaStite u plazmi i tkivima,
faktore inflamacije, kao i pracenje histoloskih promena u jetri, masnom tkivu i pankreasu.

Dva podsoja Wistar pacova, koja su koriS¢ena za uspostavljanje model sistema bili su
Hannover i Kyoto. Svaki podsoj obuhvatio je dve grupe — adolescentne jedinke starosti osam nedelja
i odrasle jedinke starosti Cetiri meseca. U studiju su bili ukljuceni samo muzjaci kako bi se izbegla
fiziologka varijabilnost povezana sa estrusnim ciklusom kod Zenki. Zivotinje starosti osam nedelja su
jos§ uvek u periodu intenzivnog rasta, Sto znaci da i dalje dobijaju na telesnoj masi, te se smatraju
adolescentima, dok su pacovi starosti ¢etiri meseca dostigli period u kom je telesni rast zavr$en, §to
ih svrstava u mlade odrasle jedinke [161]. MetS je kod eksperimentalnih zivotinja izazvan ishranom
bogatom Secerima i mastima (HFHF), a sa niskim sadrzajem vlakana, koja je kao takva bila
namenjena da imitira Siroko rasprostranjenu “zapadnjacku dijetu”. Prema nasim saznanjima do sada
dostupna istrazivanja nisu poredila podloznost razli¢itih podsojeva Wistar pacova razvoju MetsS,
Stavise, samo manji broj radova uopste spominje koji je podsoj koris¢en u sli¢énim studijama [162].
Takode, dosadasnja istrazivanja nisu definisala optimalnu starost Zivotinja, duzinu trajanja tretmana,
kao ni taan energetski sastav peletirane hrane koja treba da bude koriS¢ena za razvijanje MetS kod
pacova.

Kada su u pitanju podsojevi Wistar pacova, podaci iz raspolozive literature ukazuju na uocene
razlike u podloznosti nastanku i progresiji pojedinih neuroloskih poremecaja, razvoju bubreznih
bolesti, oStecenju krvnih sudova i hipertenziji [163], kao i u odgovoru na odredene farmakolose
supstance [164].

Dobro je poznato da HFHF ishrana uzrokuje prekomernu telesnu masu, dovodi do razvoja
gojaznosti, hiperlipidemije i steatoze jetre, kao 1 da indukuje inflamaciju i povecava sistemski
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oksidativni stres [165,166]. Istovremeno prisustvo nekoliko ovih parametara ukazuje na razvijen
MetS. Tokom naSe studije parametri iz krvi karakteristi¢ni za MetS proveravani su nakon osam i 16
nedelja HFHF tretmana, dok su unos hrane i telesna masa prac¢eni na nedeljnom nivou. Nakon
osmonedeljnog preseka kod mladih pacova oba podsoja, KmHFHF i HmHFHF, uocena je znatno
manja telesna masa nego kod kontrolnih grupa. Ta razlika je prestala da se uoc¢ava prolongiranjem
tretmana na 16 nedelja (Tabela 4 i Tabela 5). Budu¢i da HFHF ishrana ima nizi sadrzaj proteina od
standardnog peleta kojim se hranila kontrolna grupa, postoji moguénost da ona nije zadovoljila
fizioloske potrebe intenzivnog rasta kod Zivotinja u adolescentnom periodu [167]. Dodatno, sve grupe
koje su bile na HFHF ishrani su znatno smanjile unos hrane u poredenju sa svojim kontrolama. Isti
efekat je zabeleZen u ranijim studijama koje su za indukovanje MetS koristile hranu sa visokim
procentom masti u kombinaciji sa razli¢itim prostim Secerima [168]. Razlog smanjenja koli¢ine unete
HFHF hrane je pre svega njena visoka kalorijska vrednost, zbog ¢ega su i manje konzumirane koli¢ine
bile dovoljne da zadovolje dnevne potrebe za energijom. Stavise, ukupan energetski unos kod gotovo
svih zivotinja na HFHF ishrani bio je znacajno visi od onog kod kontrole. Postoje literaturni podaci
koji ukazuju na to da smanjeni unos proteina dovodi do povecanog kalorijskog unosa, kao i da je to
povecanje praceno istovremenim porastom energetske potrosnje. lako u takvoj situaciji nije doslo do
povecanja telesne mase, uoéen je porast u koli¢ini deponovanog visceralnog masnog tkiva (VMT)
[169], §to je u skladu sa rezultatima dobijenim u naSoj studiji. Jo§ jedna promena koja je takode
zabelezZena kod svih grupa pacova koji su konzumirali HFHF pelet je smanjenje koncentracije uree u
plazmi. Urea je metabolic¢ki produkt razgradnje proteina i pojavljuje se u krvi ubrzo nakon njihovog
uno$enja hranom [170]. Stoga se nizi nivo uree kod HFHF grupa moze pripisati nizem sadrzaju
proteina u HFHF peletu u odnosu na standardnu ishranu. Sto se ti¢e ostalih parametara MetS,
zabelezen je porast glikemije, ali samo kod KmHFHF grupe nakog osam nedelja tretmana, dok je
produzenje studije na 16 nedelja rezultovalo gubitkom razlike u ovom parametru izmedu kontrolne i
KmHFHF grupe. Odrzanje stabilne koncentracije glukoze u krvi uprkos primeni visokokalorijske
dijete sre¢e se i u drugim radovima [171,172], s tim da u nekim slu¢ajevima autori iznose
pretpostavku da bi se povecanje koncentracije glukoze verovatno moglo detektovati daljim
prolongiranjem tretmana. Ovde treba napomenuti da pacovi pokazuju znake starenja i promene u
ponasanju, poput smanjene aktivnosti i porasta aksioznosti, ve¢ od 6.-7. meseca zivota [173], te da bi
produZenje tretmana van granica ovog vremenskog okvira moglo da dovede u pitanje validnost
dobijenih rezultata.

Jedan od parametara MetS je i dislipidemija koju karakteriSu nizak nivo HDL-C 1 povisena
koncentracija TG u krvi. U naSoj studiji, poviSeni nivoi TG zabelezeni su samo kod KmHFHF nakon
16 nedelja provedenih na HFHF ishrani (Tabela 6). Povecanje koncentracije TG u krvi usled HFHF
ishrane je oCekivano ako uzmemo u obzir visoki procenat masnoce u peletu, a pored toga, povecana
konzumacija fruktoze najées¢e dovodi do de novo lipogeneze [174]. Sto se ti¢e ostalih
eksperimentalnih grupa, nije doslo do povecanja koncentracije TG u krvi kao posledice primene
HFHF ishrane, $to ukazuje na to da na povecanje vrednosti ovog parametra ne utice samo HFHF
ishrana. Nizi nivo HDL-C zabeleZen je samo kod HoHFHF grupe, s tim da je trend smanjenja uo¢en
ve¢ nakon osam nedelja, dok se produZenjem tretmana na 16 nedelja pojavila statisticki znacajna
razlika u odnosu na odgovaraju¢u kontrolu (Tabela 7). HDL-C ima klju¢nu ulogu u transportu viska
holesterola iz perifernih tkiva do jetre, gde holesterol biva uklonjen iz cirkulacije, zbog ¢ega dijetetski
izazvano smanjenje nivoa HDL-C moze negativno uticati na ukupni metabolizam holesterola,
direktno dovodeci do razvoja razlicitih zdravstvenih poremecaja poput ateroskleroze [175]. S druge
strane, povecani HDL-C u grupi KmHFHF, i smanjen LDL-holesterol u HmHFHF, bili su
neocekivani rezultati koji dodatno dovode u pitanje pouzdanost upotrebe HFHF ishrane u
uspostavljanju MetS, posebno kod mladih jedinki. Ovi rezultati na mladima, zajedno sa vec
pomenutim smanjenjem nivoa HDL-C kod nekih odraslih, ukazuju da bi starije jedinke mogle biti
bolji izbor za ovaj tip eksperimenta. Sto se literaturnih podataka o uticaju HFHF ishrane na HDL-C
tie, oni su takode raznoliki. Pojedine studije su, slicno nasoj, zabelezile znacajno smanjenje HDL-C
kod odraslih Sprague-Dawley pacova koji su hranjeni ishranom bogatom mastima i Se¢erom u
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trajanju od 12-48 nedelja [176]. Nasuprot tome, druga studija pokazala je da HFHF ishrana nema
uticaja na dislipidemiju i snizenje HDL-C kod pacova koji su usli u eksperiment sa 12 nedelja starosti

[177].

Kada smo sumirali rezultate dobijene poredenjem efekata HFHF ishrane sa 25% masti
(suncokretovo ulje) i 20% fruktoze na dva soja Wistar pacova i dva uzrasta, uo€ili smo da ovaj tretman
nije bio dovoljno efikasan da u navedenom vremenskom periodu izazove MetS kod pacova. To nas
je navelo da zaklju¢imo da je za postizanje brze indukcije i efikasnijeg razvoja MetS, potrebno
dodatno modifikovati eksperimentalnu ishranu dodavanjem odredenih koli¢ina potencijalno efikasnih
komponenti. U tu svrhu ranije su koriS¢eni holesterol, kako bi se direktno uticalo na njegovu
koncentraciju u krvi i dovelo do hiperholesterolemije [178], holna kiselina u manjim koli¢inama,
kako bi se maksimalno povecala apsorpcija masti u crevima [179], NaCl, kako bi se izazvala
hipertenzija [180], kao i pojedini lekovi, poput streptozotocina, koji primenjen u niskim dozama uz
HFHF ishranu, uti¢e na sekreciju insulina [83].

Bazirano na rezultatima dobijenim u prvoj fazi istrazivanja, opredelili smo se za koriS¢enje
odraslih jedinki muskog pola podsoja Hannover u slede¢oj eksperimentalnoj fazi. Ova grupa Zivotinja
pokazala je najvecu podloznost za razvoj dislipidemije indukovane HFHF ishranom. Takode smo se
odlucili za dodatak holne kiseline u HFHF hranu, jer ona direktno uti¢e na apsorpciju masti i time
doprinosi brzem razvoju i intenzitetu dislipidemije, $to je ujedno omogucéilo skraéivanje perioda
nutritivne intervencije sa 16 na deset nedelja. Primena HFHF ishrane uz dodatak 0.1% holne kiseline
(HFF ishrana) u periodu od deset nedelja uspesno je indukovala MetS. To je potvrdeno razvojem
hipertenzije, smanjenjem insulinske osetljivosti, razvojem dislipidemije, abdominalne gojaznosti,
poveéanjem sistemskog oksidativnog stresa i inflamacije, kao i1 histopatoloskim promenama u
masnom tkivu, jetri i pankreasu, pra¢enim narusenom sekrecijom glikogena i insulina. S druge strane,
oba nasa suplementa, sok od crne ribizle 1 sok od drenjine pokazala su se efikasna u prevenciji razvoja
MetS kod pacova na HHF ishrani, o ¢emu ¢e dalje biti reci.

lako je veliki broj studija pokazao da konzumacija proizvoda i ekstrakata lista i ploda CR i D
moze imati hipolipidemicko, hipoglikemijsko i anti-inflamatorno dejstvo [124,125,181,182], prema
naSim saznanjima, ova studija je prva koja se bavila ispitivanjem potencijala njihovih komercijalno
dostupnih sokova u prevenciji nastanka MetS. Prikazani rezultati su pokazali preventivni efekat
konzumiranja hladno cedenih sokova CR i D na veéi broj parametara MetS indukovanog HFF
ishranom, ukljucujuéi gojaznost, poboljsanu toleranciju na glukozu, inflamaciju, oksidativni stres,
prevenciju histopatoloskih promena u jetri, adipoznom tkivu i pankreasu, kao i pozitivni uticaj na
regulaciju sekrecije insulina i glukagona. Tokom desetonedeljne modifikovane ishrane, sve tri grupe
koje su konzumirale HFF pelet su smanjile koli¢inski unos hrane (Slika 7A). lako je HFF ishrana bila
znacajno kalori¢nija u odnosu na standardni pelet za pacove, zbog smanjene konzumacije nije imala
efekat na ukupni kalorijski unos, pa je on ostao ujednacen u svim eksperimentalnim grupama (Slika
7B). Ovi rezultati su u skladu sa literaturnim podacima gde su pacovi na razli¢itim ishranama sa
visokim sadrzajem Secera i masti spontano smanjivali unos hrane, tako da je dnevni kalorijski unos
kod pacova na visokokalori¢cnom peletu bio uporediv sa kalorijskim unosom pacova na standardnom
peletu [168,183]. Zbog ujednacenog kalorijskog unosa nije zabelezena statisticki znacajna razlika u
masama izmedu razli¢itih grupa pacova na kraju tretmana (Slika 8). Sa druge strane, ono §to je
zabelezeno je znaCajno povecéanje koli¢ine ukupnog visceralnog masnog tkiva (VMT) kod sve tri
grupe koje su bile na HFF peletu u poredenju sa kontrolnom grupom (Slika 9). Dakle, iako je kod
nasih zivotinja izostao efekat na sam porast telesne mase, nepovoljan efekat HFF odrazio se na porast
adipoznosti. Kada je u pitanju efekat sokova, suplementacija sokom CR imala je preventivni uticaj
na akumulaciju masnog tkiva tokom konzumacije visoko kalori¢ne hrane, tako da je koli¢ina VMT
kod suplementiranih Zivotinja bila znatno manja nego kod onih iz grupe koja je bila samo na HFF
ishrani. Ovaj trend nije primecen kod suplementacije sokom D. Razli¢iti uticaj sokova na akumulaciju
VMT moze biti posledica razli€ite koncentracije ukupnih polifenola u ova dva soka, kao i razlika u
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zastupljenosti njihovih pojedina¢nih klasa. Uradene analize su pokazale da je sok CR, kori§¢en u
nasoj studiji, sadrzao pet puta vise TF3C od soka D (Tabela 8). Postoje podaci da ova klasa polifenola
ima stimulatorni efekat na enzime koji ucestvuju u B oksidaciji, dovodeé¢i do povecane lipolize, §to
dalje rezultira redukucijom u deponovanju masnog tkiva [184]. Osim toga, polifenoli poreklom iz
razli¢itih izvora mogu inhibirati apsorpciju lipida i skroba, uticati na aktivaciju AMP kinaze, enzima
koji smanjuje lipolizu i aktivira lipogenezu, kao i dovesti do inhibicije diferencijacije adipocita, te na
taj nacin uticati na prevenciju gojaznosti [185,186]. Pored toga, polifenoli putem inhibicije ekspresije
SREBP-Ic, transkripcionog faktora koji reguliSe gene ukljucene u sintezu MK i metabolizam TG,
dovode do redukcije de novo lipogeneze i ucestvuju u regulaciji deponovanja masti i koncentracije
lipida u krvi, dok se u isto vreme aktivira ekspresija PPARa i stimuliSe p oksidacija [187,188].
Pomenuti mehanizmi inhibicije lipogeneze i1 stimulacije lipolize, mogu biti jedno od objasnjenja
rezultata dobijenih kod zivotinja na suplementaciji.

Osim smanjenja ukupnog procenta masnog tkiva, konzumacija oba soka dovela je do
redukcije veli¢ine adipocita u poredenju sa HFF grupom i ta promena je zabelezena za oba soka (Slika
12). Budu¢i da je visceralna gojaznost jedan od kriterijuma za dijagnostikovanje MetS, dobijeni
rezultati sugeriSu da konzumiranje soka CR mozda moze biti korisno osobama sa nezdravim
navikama u ishrani kako bi se sprecio razvoj MetS. Ipak, za potvrdu ove hipoteze neophodne su
studije na humanom modelu.

Veé je pomenuto da je dislipidemija jo§ jedan od simptoma MetS, do kog dolazi usled
dugotrajnog konzumiranja hrane sa visokim sadrzajem masti i Secera [189]. KarakteriSe je lipidni
disbalans, odnosno porast koncentracije ukupnog holesterola, TG i LDL-C i snizena koncentracija
HDL-C u krvi [190]. U naSoj studiji, dugotrajna HFF ishrana indukovala je smanjenje nivoa HDL-C,
koje nije moglo biti spreceno suplementacijom odabranim sokovima (Tabela 9). Ovde treba
napomenuti da postoji znacajna razlika u zastupljenosti hilomikronskih frakcija kod pacova i kod
ljudi. Naime, dok je kod pacova HDL-C dominantna frakcija, kod ljudi on ¢ini samo jednu ¢etvrtinu
ukupnog holesterola [191]. Stoga, bez obzira na primetno nizu koncentraciju HDL-C, moze se
ocekivati da je njegova fizioloska uloga kod Zivotinja suplementiranih sokom CR i D i dalje ocuvana.
1z istog razloga, tesko je rezultate efekta sokova na holesterol ekstrapolirati sa animalnog modela na
humanu populaciju.

Kao $to je ranije naglaseno, veliki broj studija dovodi u vezu HFHF ishranu sa poviSenim
nivoom glukoze u krvi i razvojem insulinske rezistencije [192-194]. lako u ovoj studiji nisu uocene
znacajne razlike u koncentraciji glukoze u krvi nataste, kao ni u koncentraciji insulina izmedu
eksperimentalnih grupa, ustanovljeno je da dolazi do znacajne razlike u porastu koncentracije glukoze
u krvi tokom IPGT testa. Primecena intolerancija na glukozu najverovatnije je posledica povecanog
deponovanja VMT kod Zivotinja hranjenih HFF peletom. Jedan od na¢ina delovanja masnog tkiva
na razvoj insulinske rezistencije je stimulacija lufenja i nagomilavanje adipokina, $to uti¢e na
insulinsku osteljivost tkiva poput jetre i miSi¢a. lako merenje adipokina nije obuhvaceno ovom
studijom, radi se o0 mehanizmu koji moze biti prisutan i kod nasih HFF hranjenih Zivotinja [195].
Takode, s povecanjanjem gojaznosti dolazi do hipoksije, hipertrofije i nekroze adipocita, sto
predstavlja signal za migraciju makrofaga iz krvi u masno tkivo, nakon ¢ega dolazi do oslobadanja
inflamatornih citokina i dodatnog sniZavanja osetljivosti na insulin [196]. U svakom slucaju, kod
pacova suplementiranih sokom CR porast nivoa glukoze tokom IPGT testa je bio manji u poredenju
sa HFF grupom (Slika 10), $to mozemo smatrati jo$ jednim povoljnim efektom prisutnih polifenola.
Postoji viSe mehanizama delovanja polifenola na regulaciju koncentracije glukoze u krvi, ukljucujuci
uticaj na GLUT4 receptore, funkciju B ¢elija, lucenje insulina, kao i inhibiciju glukoneogeneze u jetri
preko AMPK signalnog puta [197,198].

Pored prethodno pomenutih efekata na telesni sastav, lipidni profil i osetljivost na insulin,
HFF ishrana primenjena u nasoj studiji imala je joS jedan zdravstveno nepovoljan efekat u smislu
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razvoja hipertenzije kod HFF tretiranih zivotinja. Istovremeno, suplementacija odabranim sokovima
nije uspela da spreci porast krvnog pritiska, tako da je hipertenzija registrovana i kod CR i D grupa
(Tabela 10). lako neka jedinjenja iz soka, poput vinske, malinske, galne, protokatehuinske kiseline i
epigalokatehina imaju dokazano antihipertenzitivno dejstvo [199-201], moguce je da njihova
koncentracija u koriS¢enim komercijalnim sokovima nije bila dovoljna da dovede do takvog ucinka,
pa stoga kod grupa koje su uz HFF ishranu konzumirale i neki od sokova, nisu zabeleZene vrednosti
krvnog pritiska znacajno niZe u odnosu na grupu koja je konzumirala samo HFF pelet. U prilog tome
govori 1 nesto niza vrednost krvog pritiska u grupama koje su konzumirale sokove u odnosu na HFF

grupu.

U ovoj studiji ispitivali smo i uticaj HFF ishrane i suplementacije sokovima na nastanak
histopatoloskih promena u tri tkiva posebno osetljiva na razvoj MetS, masnom tkivu, jetri i pankreasu.
O porastu koli¢ine masnog tkiva i promenama na adipocitima bilo je govora u prethodnim
poglavljima, tako da éemo se u nastavku osvrnuti na efekte u jetri i pankreasu. Sto se uticaja na jetru
tice, kod grupe na HFF ishrani nadena je akumulacija masti i steatoza jetre, zapazena su ostec¢enja
hepatocita, doslo je do aktivacije Kupffer-ovih ¢elija i lobularne inflamacije (Slika 11), $to su sve
promene koje vode ka razvoju NAFLD (engl. Nonalchoholic Fatty Liver Disease). Konzumacija oba
soka dovela je do prevencije oStecenja hepatocita i akumulacije lipidnih kapi, ukazujuéi na
potencijalno zastitni efekat od razvoja NAFLD. Ova saznanja su u skladu sa predaS$njim studijama
koje su takode pokazale da ishrana bogata polifenolima, kao i suplementacija proizvodima na
njihovoj bazi, moze dovesti do prevencije razvoja NAFLD [202,203]. Steatoza jetre obi¢no je
povezana sa inflamacijom, pra¢enom infiltracijom makrofaga poreklom iz monocita i aktivacijom
rezidentnih Kupffer-ovih celija, kao i povecanjem nivoa pro-inflamatornih i sniZenjem anti-
inflamatornih citokina [204]. Ishrana sa visokim sadrzajem S$ecera i/ili masti osim §to moze dovesti
do razvoja steatoze, ¢esto dovodi do intrahepati¢ne inflamacije i hepatocelularnih oste¢enja [205].
Jedan od mogucih nacina na koji polifenoli Stite od razvoja NAFLD je inhibicija inflamacije 1

smanjenje sistemskog oksidativnog stresa kojima je organizam izloZen kod nezdravih navika u ishrani
[206,207].

Histopatoloske promene nastale u jetri kao posledica HFF ishrane bile su pra¢ene porastom
inflamacije. U poredenju sa kontrolnom grupom, u jetri pacova na HFF ishrani nadena je znacajno
visa ekspresija iRNK za pro-inflamatorni citokin IL-6 (Slika 16). IL-6 signalizacija moze biti jedan
od klju¢nih faktora za indukovanje akutno faznog odgovora i odbrane od infekcija. Sa druge strane,
Cesta aktivacija signalnog puta IL-6 moze imati Stetno dejstvo 1 dovesti do razvoja tumora, dok kod
hroni¢ne inflamacije selektivna inhibicija IL-6 signalnih puteva moze preventivno uticati na razvoj
razli¢itih patogeneza jetre [208]. U naSoj studiji, poviSena ekspresija IL-6 moze biti posledica
adaptacije jetre na hepatocelularna o$tecenja koja indukuje HFF. Povisene koncentracije IL-6
zabelezene su 1 u drugim studijama kao jedan od kompenzacijskih mehanizama odbrane koji sprecava
pojavu steatoze jetre u ranim fazama NAFLD [209]. Sa druge strane, trajna aktivacija IL-6 u jetri
dovodi do regulacije supresora citokinskih signala 3 (SOCS3), $to pak ometa insulinom posredovan
signalni put u jetri i smanjuje kako perifernu tako i sistemsku osetljivost na insulin [210]. U ovoj
studiji, sok CR je smanjio ekspresiju iRNK za IL-6 i poboljsao glukoznu regulaciju, ¢ime je pokazao
anti-inflamatorni efekat na jetru i potencijal za prevenciju steatoze i glukozne intolerancije
indukovane HFF ishranom. Ekspresija iRNK za IL-6 kod D grupe je takode bila manja nego kod HFF
grupe, medutim ova razlika nije dosegla nivo statisticke znacajnosti. U slucaju druga dva pro-
inflamatorna citokina, TNF-a i IL-1p, ispitivana u nasoj studiji, ni kod jedne grupe nije zabelezena
razlika u genskoj ekspresiji, odnosno nivu iIRNK za TNF-a i IL-1f u poredenju sa kontrolnom
grupom.

Sokovi su imali benefitno dejstvo i na Celije pankreasa. Poznato je da polifenoli imaju
citoprotektivni efekat na [B-celije pankreasa aktiviranjem anti-apoptotskih i inhibiranjem pro-
apoptotskih signalnih puteva, kao i pove¢anjem otpornosti ¢elija na oksidativna oStecenja [211]. Nase
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istrazivanje pokazalo je da su oba soka bogata polifenolima, CR 1 D, imala pozitivan uticaj na
sprecavanje histopatoloskih promena i gubitka B-¢elija pankreasa tokom razvoja MetS kod pacova.
Suplementacija sokovima je u odredenoj meri sprecila porast sekrecije glukagona i ublazila negativne
efekte HFF ishrane. Takode, kod grupa koje su bile na suplementaciji nije doslo do znacajnog
smanjenja sekrecije insulina, $to je zabelezeno kod HFF grupe. (Slika 14 i Slika 15). Kontrola
sekrecije glukagona je pozitivan efekat buduci da je to hormon koji proizvode a-¢elije pankreasa i
koji je direktno odgovoran za povecanje koncentracije glukoze u krvi [212], dok je njegova povecana
proizvodnja najéescée posledica disfunkcije a-celija karakteristicne za dijabetes [213].

Vazan pokazatelj zdravlja i opSteg stanja organizma su i masnokiselinski profili u razli¢itim
tkiva, koji su prvenstveno zavisni od koli¢ine i vrste masnih kiselina prisutnih u konzumiranoj hrani.
U nasoj studiji odredivali smo profil masnih kiselina u plazmi, masnom tkivu i jetri. Optimalni odnos
n-6 i n-3 PUFA u ishrani je izmedu 1:1 i 4:1, medutim kod populacije Cija se ishrana zasniva na
“zapadnjackom” obrascu taj odnos je 15:1 do 20:1, dok je kod USA populacije on ¢ak 25:1 u korist
n-6. Pomeranje ovog odnosa u pravcu n-6 dovodi do povecanja faktora rizika od razvoja
kardiovaskularnih bolesti, razli¢itih tipova kancera, inflamatornih i autoimunskih oboljenja [55].
Takode je uporednom analizom masnokiselinskog profila u plazmi osoba sa MetS i zdravih individua
ustanovljeno da postoje znacajne razlike u odnosima pojedinih masnih kiselina izmedu ove dve grupe
ljudi [38]. U ovoj studiji modifikovana ishrana je sadrzala zna¢ajan udeo suncokretovog ulja, koje se
sastojalo od oko 63% 18:1n-9, 27% 18:2n-6 i 10% SFA [214]. Upotreba ovog ulja pomerila je n-6/n-
3 odnos u plazmi sa 12:1, koliko je zabeleZzeno kod kontrolne grupe, na preko 40:1, zabelezeno kod
grupa koje su bile na HFF peletu. Suplementacija sokovima nije zna¢ajno uticala na smanjenje ovog
odnosa.

U plazmi je zabelezeno smanjenje ukupnih SFA izazvano prvenstveno smanjenjem
koncentracije 16:0, i visim nivoom ukupnih MUFA i ukupnih n-6 kod sve tri grupe na HFF u
poredenju sa kontrolom (Tabela 15). Takode, sve tri grupe na HFF peletu, bez obzira na
suplementaciju, imale su visi nivo 18:1n-9, 18:2n-6, i nizu koncentraciju 18:1n-7, kao i svih
pojedina¢nih n-3 masnih kiselina. Takav rezultat se mogao ocekivati, S obzirom na prisustvo
suncokretovog ulja u HFF hrani i visoku zastupljenost n-6 u njegovom sastavu. Kada su u pitanju n-
7 1 n-9 masne kiseline, treba naglasiti da se njihova sinteza odvija aktivno$¢u iste grupe enzima, tako
da je zbog visokog procenta 18:1n-9 unete iz ulja, doSlo do potiskivanja sinteze n-7 i njene
zastupljenosti u plazmi, uz istovremeni porast n-9. Koncentracija 20:3n-6 je bila znatno poviSena u
HFF grupi u odnosu na kontrolnu, medutim u slu¢aju ove masne kiseline suplementacija sokovima
je imala preventivni efekat i sprecila je porast 20:3n-6 kod CR i D grupe. Zbog poviSene koncentracije
20:3n-6 kod HFF grupe moglo se oc¢ekivati da ¢e doci i do povisenog nivoa AA koja je njen direktni
proizvod, medutim nivo AA je kod sve tri grupe koje su konzumirale HFF pelet bio nizi u odnosu na
kontrolu. Ovi rezultati su u skladu sa prethodnim studijama kod kojih je suplementacija LA dovela
do povecanja 18:2n-6 koncentracije u plazmi, ali nije dovela do porasta AA u tkivima i krvi ili je ¢ak
dovela do njenog smanjenja [215-217]. AA je prekursor za sintezu brojnih eikozanoida, regulatora
razlicitih fizioloSkih odgovora i patoloskih procesa, posebno onih ukljuc¢enih u regulaciju imunskog
i inflamatornog odgovora [218]. Povisena sinteza pojedinih prostangladina (posebne klase
eikozanoida) stimuli$e ekspresiju gena za I1L-6 [219]. Dakle, uo¢eni porast koncentracije 20:3n-6 uz
istovremeni pad koncentracije 20:4n-6, moguce je objasniti utroSkom 20:4n-6 za sintezu
prostaglandina, koji dalje pokre¢u inflamatorne procese i dovode do povisene ekspresije iIRNK za IL-
6, sto je rezultat zabelezen u jetri | kod nase HFF grupe u poredenju sa ostalim eksperimentalnim
grupama. Inace, masnokiselinski profili u jetri nasih Zivotinja pokazivali su sli¢an trend promena kao
oni u plazmi, s tim da je smanjenje nivoa 16:0 zabelezen samo u HFF grupi, dok je njena koncentracija
kod CR i D grupa bila o¢uvana u poredenju sa kontrolnom grupom (Tabela 16). Takode, uocena je i
promena u nivou 18:3n-6 koja je u sve tri grupe na HFF peletu bila niza nego kod kontrole. Ishrana
se najvise odrazila na promene u masnokiselinskom profilu VMT, §to je bilo ocekivano, buduci da je
ovo tkivo glavno mesto deponovanja lipida u organizmu. Kada su u pitanju pojedinatne masne
kiseline, u sve tri grupe na HFF peletu doslo je do smanjenja koncentracije deponovanih 16:0 i 18:0
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zasi¢enih masnih kiselina i znacajnog povecanja koncentracije 18:1n-9 i 18:2n-6 (Tabela 17).
Istovremeno, u VMT je zabelezeno smanjenje nivoa svih ostalih dugolancanih n-6, kao i svih
ispitivanih masnih kiselina klasa n-7 i n-3. Ove promene je takode moguce objasniti sastavom
suncokretovog ulja. Naime, isti enzimi su ukljuceni u biosintezu n-6 i n-3 klase MK [220], tako da su
njihovi prekursori u direktnoj kompeticiji pa, budué¢i da su n-6 bile znatno dostupnije iz ishrane,
njihova biosinteza je bila favorizovana na ustrb biosinteze n-3 masnih kiselina.

Pored zastupljenosti pojedina¢nih masnih kiselina, znacajan pokazatelj modulacije
metabolizma lipida je i aktivnost specificnih enzima koji ucestvuju u njihovoj biosintezi: A9
desaturaze koja prevodi 18:0 u 18:1n-9, A6 desaturaza koja prevodi 18:2n-6 u 18:3n-6 i A5 koja
prevodi 20:3n-6 u 20:4n-6 masnu kiselinu [221]. Literaturni podaci pokazuju da je kod osoba sa
dijagnostikovanim MetS nadena viSa procenjena aktivnost A6 i A9 desaturaza i elongaze, dok je
aktivnost A5 desaturaze bila niza u odnosu na onu kod uslovno zdravih osoba. [222]. Rezultati
dobijeni u nasoj studiji u skladu su sa predasnjim saznanjima, buduéi da smo u sva tri tkiva kod svih
HFF grupa detektovali znacajno visi nivo 18:1n-9 i viSu procenjenu A9 aktivnost u poredenju sa
kontrolnom. S druge strane, aktivnost A5 desaturaze bila je niza samo kod HFF grupe bez
suplementacije u odnosu na kontrolu, sto je rezultat koji se dovodi u vezu sa razvijenom insulinskom
rezistencijom [223]. Suplementacija sokom CR i D uticala je na odrzanje A5 aktivnosti u plazmi i
jetri, pa je ona bila statisti¢ki zna¢ajno visa u suplementiranim grupama u poredenju sa HFF grupom,
§to je u skladu sa prethodnim istrazivanjima gde je suplementacija polifenolima takode ocuvala
aktivnost A5 desaturaze [224]. Za razliku od plazme i jetre, u VMT nije bilo razlika u aktivnosti A5
izmedu grupa na HFF sa i bez suplementacije, dok su aktivnosti ostalih desaturaza i elongaza pratile
trend ustanovljen u prethodno pomenutim tkivima.

Studija je obuhvatila i ispitivanje razlike u oksidativhom odgovoru plazme, jetre i VMT.
Izmerene vrednosti su pokazale da HFF ishrana dovodi do oksidativnog stresa prvenstveno u jetri,
gde je nadeno povecanje nivoa TOS =zajedno sa snizenim nivoima TAS i OSI. Medutim,
antioksidativni enzimi, kao Sto su SOD i PON1 su u jetri takode bili visi, §to je barem u nekoj meri
uticalo na pro/antioksidativni balans. U plazmi i masnom tkivu ukupan uticaj HFF ishrane na
oksidativne parametre nije bio znacajan.

Dobijeni rezultati ukazuju na to da VMT ima najdelotvorniji mehanizam zastite od
oksidativnog stresa (Tabela 13), dok su sa druge strane najvece promene oksidativnih parametara
zabelezene u jetri. U skladu sa tim, desetonedeljno konzumiranje HFF peleta dovelo je do statisticki
znacajnog povecanja aktivnosti PON1 samo u jetri (Tabela 12). PONL1 je antioksidativni enzim Kkoji
ima znacajan uticaj na HDL-C, jer spreCava njegovu oksidaciju 1 time omogucava njegovu dalju
zaStitna uloga rezultira smanjenjem nivoa lipidnih peroksida [226]. Pretpostavlja se da oksidativna
oStecenja lipoproteina, posebno HDL-C, dovode do smanjenja aktivnosti PON1, a buduéi da je jedna
od karakteristika MetS snizena koncentracija HDL, smanjena aktivnost PON1 moze se dovesti u vezu
sa smanjenjam koncentracije HDL [227]. Stavige, kako su pojedine studije zabeleZile redukovanu
aktivnost ovog enzima kod dece i adolescenata sa dijagnostikovanim MetS, PON1 se moze smatrati
novim nezavisnim markerom MetS [228]. Ovaj enzim je zastupljen u velikom broju tkiva, poput jetre,
mozga, pluca, srca, bubrega, tankog creva, aorte i drugih [229-231], a njegovu aktivnost mogu da
regulisu razli¢iti nutritivni i farmakoloski modulatori. Aktivnost ovog enzima takode moze biti
uslovljena genetskim polimorfizmima i redoks homeostazom [232]. Zasi¢ene, mononezasi¢ene, i U
nekim slu¢ajevima, polinezasi¢ene masne kiseline mogu povecati aktivnost PON1 [233]. Sa druge
strane, ima studija koje govore da unos PUFA nema uticaj na aktivnost PON1 [234] ili ¢ak da dovodi
do njenog smanjenja [233]. Dodatno, aktivnost PONL1 je zavisna i od koncentracije intracelularnog
ROS, jer njegovo nakupljanje u ¢eliji dovodi do povecanja oksidativnog stresa, zbog ¢ega aktivnost
PON kao dela antioksidativnog odgovora u cilju odrzanja ¢elijske homeostaze raste. U skladu s tim,
porast aktivnosti PON1 zapazen u naSoj studiji verovatno je indukovan nezasi¢enim masnim
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kiselinama iz suncokretovog ulja u HFF peletu, kao i pove¢anom proizvodnjom ROS koju izaziva
ishrana. Aktivacija ovog enzima rezultirala je ujedno i odrzavanjem nivoa markera kasne faze
oksidativnog oSte¢enja, MDA [235,236]. MDA je toksi¢an proizvod koji nastaje iz aldehida tokom
lipidne peroksidacije u jetri, a njegova poviSena koncentracija Cesto se javlja kod osoba sa MetS
[237]. Sto se ti¢e CR i D grupa, kod njih je zabeleZen znatno veéi porast aktivnosti PON1 u poredenju
sa HFF grupom, $to se moze pripisati suplementaciji polifenolima i sposobnosti pojedinih klasa
polifenola da povecaju i aktivnost i samu ekspresiju ovog enzima [235,236].

Aktivnost SOD, jednog od najmoc¢nijih enzimskih antioksidanasa u ¢elijama, obi¢no je
smanjena u MetS. Kao posledica toga, O>" se akumulira u mitohondrijskom intermembranskom
prostoru, inhibira proizvodnju ATP i smanjuje sekreciju insulina, Sto dovodi do insulinske rezistencije
I akumuliranja visceralnog masnog tkiva [238]. Medutim, u nasoj studiji, HFF ishrana je znacajno
povecala aktivnost SOD u jetri, Sto je u skladu sa predasnjim literaturnim podacima, gde je HFF
ishrana takode dovela do povecanja proizvodnje intracelularnog ROS i do poveéanja enzimske
antioksidativne zastite [239]. Shodno tome, poviSena aktivnost SOD verovatno dovodi do suzbijanja
produkcije ROS, sto se narocCito odnosi na proizvodnju Oz, zbog Cega je njegova vrednost u jetri
ostala nepromenjena.

U jetri HFF grupe je dijagnostikovan i visok nivo TOS, §to odrazava povecane ukupne pro-
oksidante i nize nivoe TAS, parametra koji predstavlja nekoliko biomolekula sa redukujué¢im
antioksidativnim kapacitetom. Dugoro¢na HFF ishrana je imala za posledicu promenu oksidativnog
statusa koja je dovela do smanjenja ukupnog antioksidativnog indeksa (AOI), izracunatog kao odnos
TAS/TOS u jetri. Nasi rezultati su u skladu sa rezultatima koje su predstavili Selvi i saradnici, koji
su takode ustanovili znacajan porast koncentracije TOS i smanjenje TAS u jetri pacova na ishrani
koja je sadrzala visoki udeo masnoca i fruktoze [240]. Suprotno rezultatima nase studije, oni su
zabelezili 1 pove¢an nivo MDA u jetri. Prekomerna proizvodnja slobodnih radikala u ¢elijama dovodi
do aktivacije ne samo antioksidativnih enzima, ve¢ i endogenih enzimskih i1 neenzimskih
antioksidativnih sistema, koji stite ¢elije od oksidativnog stresa [241]. U skladu s tim, dijagnostikovan
povecan nivo TAS u visceralnom masnom tkivu moZe se smatrati indukovanim kompenzacijskim
mehanizamom za neutralizaciju ROS.

U ovoj studiji su izracunati i oksidacioni skorovi (OS), koji predstavljaju razliku izmedu
ukupnih pro-oksidativnih i anti-oksidativnih skorova (Slike 17, 18 i 19). Prema naSim rezultatima,
HFF ishrana dovela je do znacajnog smanjenja OS u jetri u poredenju sa kontrolnom grupom, uprkos
povecanju TOS i smanjenju TAS (Slika 18). Moguéi razlog moze biti povecana aktivnost drugih
antioksidativnih enzima u jetri (koji nisu proucavani u ovoj studiji) kao nacin zastite od pro-
oksidanasa, ¢iji nastanak podsti¢e nacin ishrane primenjen u ovoj studiji i povecano deponovanje
masti.

lako su promene u parametrima oksidativnog stresa indukovane HFF ishranom bile male,
ispitali smo PAB kao potencijalno bolji pokazatelj prirodne ravnoteze izmedu pro-oksidanasa i
antioksidanasa. Aktivnost PAB u plazmi je bila smanjena kod HFF grupe u poredenju sa ostalim
grupama (Tabela 11), dok je u jetri i VMT ostala nepromenjena. ZabeleZena niza aktivnost PAB
verovatno je rezultat vece koli¢ine mokracéne kiseline koja nastaje kao proizvod metabolizma fruktoze
[242]. 1ako je smanjenje PAB generalno korisno, HFF indukovano smanjenje PAB u ovoj studiji je
najverovatnije posledica povecane koncentracije mokraé¢ne kiseline i moze biti Stetno u nekim
stanjima, jer sama mokrac¢na kiselina doprinosi nastanku slobodnih radikala i moZze izazvati citosolski
1 mitohondrijski oksidativni stres, a njena povisena koncentracija u plazmi jedan je od faktora rizika
za razvoj kardiovaskularnih bolesti [243,244].

Ustanovljena je i pozitivna korelacija izmedu SOD 1 PON1 $§to ukazuje na pozitivhu vezu
izmedu HFF ishrane i sistema antioksidativne zastite jetre. Ova veza je ranije zabelezena U drugim
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tkivima [245]. Osim toga, pozitivna korelacija izmedu SOD i TOS pokazala je da visok nivo pro-
oksidativnih parametara dovodi do povecane aktivnosti antioksidativnih enzima, dok negativna
korelacija izmedu SOD 1 odnosa TAS/TOS ukazuje na to da visok nivo AOI smanjuje potrebu za
povecanom aktivnos$¢u antioksidativnih enzima. Takode postoji pozitivna korelaciju nivoa TAS sa
nivoom MDA u masnom tkivu, $to ukazuje na to da nivo lipidne peroksidacije u adipocitima raste sa
ukupnim antioksidativnim statusom. Ovo moze biti u vezi sa kompenzacijskim povecanjem nivoa
reduktanata, gde se jedno jedinjenje oksiduje dok se drugo istovremeno redukuje, pri ¢emu se ukupna
promena do koje je doSlo meri kao TAS. Negativna korelacija plazma PAB i procenta masti ukazala
je na blisku vezu izmedu prooksidativno—antioksidativnog balansa i prekomerne telesne mase i
gojaznosti. Mogucée je da se radi o posledici brze razgradnje H20> do hidroksilnih radikala i reaktivnih
slobodnih radikala, Sto se odrazava u smanjenju aktivnosti PAB. Istovremeno, iako sama njihova
koncentracija nije merena, primeceno je da hidroksilni radikali dovode do oksidacije lipida u masnom
tkivu.

Poznato je da polifenoli iz sokova igraju klju¢nu ulogu kod uklanjanja slobodnih radikala
¢ime dovode po prevencije oksidativnih oSteéenja lipida i proteina. Ovo istrazivanje je pokazalo da
redovno konzumiranje mati¢nih sokova CR i D dovodi do prevencije porasta oksidativnog stresa u
razli¢itim tkivima ublazavajuci negativne efekte HFF ishrane. Konzumiranje sokova uporedo sa HFF
ishranom dovodi do daljeg povecanja aktivnosti PON1 u jetri 1 time je $titi od oksidativnih o$tecenja.
Studija u kojoj su pacovima na HFF ishrani davani suseni plodovi drenjine takode je ustanovila porast
aktivnosti PON1 u plazmi i mozgu [246]. Trend porasta PONI1 aktivnosti zabelezen je i kod
konzumiranja svezeg soka nara, takode izrazito bogatog polifenolima [247]. Nasuprot tome, u naSem
istrazivanju konzumacija oba soka dovela je do smanjenja aktivnosti PON1 u masnom tkivu. Dobijeni
rezultati sugeriSu da na sistem oksidativne zastite utice ne samo vrsta sokova, ve¢ i trajanje studija i
izbor animalnog modela.

lako je HFF ishrana indukovala povecéanje aktivnost SOD u jetri, konzumacija ni jednog od
naSa dva soka nije dovela do njene znacajne redukcije. Sa druge strane, suplementacija sokovima
dovela je do smanjenja koncentracije O2" u jetri kod CR grupe u poredenju sa kontrolom i HFF
grupom i smanjene koncentracije u plazmi kod D grupe u poredenju sa HFF 1 CR grupom. Vazno je
napomenuti da u bioloskim sistemima, polifenoli deluju na razli¢ite na¢ine. Oni mogu prekinuti
proces lipidne peroksidacije, ukloniti H.O> tako Sto ¢e ga prevesti u H2O, smanjiti proizvodnju
superoksidnih anjona i modulirati aktivnosti enzima, ukljuuju¢i enzime antioksidativne odbrane
[129]. Smanjenje koncentracije O™ u jetri bez promena aktivnosti SOD ukazuje na snazni
antioksidativni potencijal oba soka, koji je nesto izrazeniji kod CR, i njihovu sposobnost da uklone
O2"". Ipak, i ako je SOD imao znacajnu ulogu u sva tri MLR modela (plazme, jetre i VMT), kao
potencijalni pokazatelj oksidativnog stresa merenjem aktivnosti samog enzima, imao je statisticki
znacaj samo kod jetre. To ne bi trebalo da iznenaduje jer je ovo pretezno celijski enzim, Cija je
aktivnost najcesce povezana sa celijama, te stoga nema izrazeno ekstracelularno dejstvo, zbog cega
nisu o¢ekivane znacajne promene njegove aktivnosti u plazmi. Ako govorimo o VMT, aktivnosti
SOD nisu se razlikovale kod Zivotinja sa ve¢im sadrzajem visceralnog masnog tkiva u poredenju sa
onima sa manjim sadrzajem ovog tkiva (uzimajué¢i 75. percentila VMT kao vrednost preseka).
Medutim, ovaj parametar se U MLR pokazao kao najbolji prediktor za predvidanje procenta VMT na
kraju studije, objas$njavajuci 57% varijabilnosti u odnosu na procenat VMT (Tabela 14). Ovo govori
u prilog povecanja antioksidativne zaStite sa porastom oksidativnog stresa u VMT. Najvazniji
parametri osim SOD, koji preko MLR objasnjavaju odnos izmedu oksidativnog stresa i razvoja
metaboli¢kog sindroma, procenjeni kroz povecanje visceralne gojaznosti, su jos AOPP, TOS i TAS.
Sva Cetiri parametra statusa oksidacije pokazala su se znacajna u modelu kojim se moze predvideti
povecanje VMT. Promene parametara masnog tkiva poveéane su sa pove¢anjem procenta VMT (za
AOPP 1 TOS) i nisu promenjene za TAS, §to implicira znacajno nizi odnos TAS/TOS u masnom
tkivu zivotinja sa najvecom koli¢inom VMT, vecom od 75. postotka za celu grupu. To nas dovodi do
zakljucka da su oksidativni procesi sa najve¢om aktivnoSc¢u prisutni u masnom tkivu, narocito u onim
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delovima gde dominira najveéi procenat VMT, i da disbalans redoks sistema ima ulogu u
nagomilavanju visceralne masti, verovatno podsti¢uci oksidaciju polinezasi¢enih veza.

Konzumiranje soka CR zajedno s HFF dijetom nije uticalo na nivoe TAS i TOS u jetri, dok
je kod grupe na D suplementaciji TAS bio znatno nizi u poredenju sa HFF grupom. Ovo je suprotno
od rezultata studije sa ekstraktom lista drenjine, u kojoj je ustanovljeno da suplementacija zdravih
pacova uti¢e na povecanje ukupnog antioksidativnog kapaciteta jetre, bez promena u aktivnosti
antioksidativnih enzima i lipidnoj peroksidaciji [248]. Sa druge strane, sok od CR u kombinaciji s
HFF dijetom smanjio je visok nivo TAS u masnom tkivu izazvan HFF peletom, dok su oba soka
dovela do znacajnog smanjenja nivoa TOS u masnom tkivu. Pomenuti efekti su ukazali na jak
antioksidativni potencijal ispitivanih sokova, kao i da razli¢ita tkiva mogu imati razli¢it odgovor na
suplementaciju antioksidansima.

Iako HFF ishrana nije povecala nivo MDA u ispitivanim tkivima, konzumacija soka zajedno
s HFF peletom dovela je do promena u ovom parametru. Sok od CR doveo je do zna¢ajnog smanjenja
nivoa MDA u visceralnom masnom tkivu u poredenju sa HFF grupom, dok je sok od D pokazao
smanjenje samo u jetri u poredenju s obe HFF i kontrolnom grupom. Smanjenje TOS, koji predstavlja
koncentraciju H.O> i hidroperoksida, i smanjenje nivoa MDA (kao krajnjeg proizvoda lipidne
peroksidacije), ukazuje na potencijal sokova CR i D za uklanjanje ili neutralizaciju lipidnih peroksida
(LOO). Ovi rezultati su u skladu s prethodnim studijama koje su pokazale da upotreba ekstrakta CR
doprinosi eliminaciji prekomerne koncentracije ROS [249] i pruza za$titu od indukovane lipidne
peroksidacije u bubrezima pacova tretiranih ugljenik tetrahloridom [250]. Takode, doslo je do
povecanja nivoa MDA u plazmi D grupe u poredenju s HFF i CR grupom. Analiza sokova u nasoj
studiji pokazala je visoku zastupljenost TF3C u ukupnoj koncentraciji izmerenih polifenola. TF3C
pokazuje izuzetne sposobnosti u uklanjanju ROS, ukljucuju¢i LOO 1 O2™". Budu¢i da je sadrzaj TF3C
u CR 5,5 puta veéi nego u D soku moze se zakljuciti da ovaj sok ima znatno veci antioksidativni
potencijal, a samim tim 1 izraZeniju zastitnu ulogu u lipidnoj peroksidaciji, §to je dodatno potvrdeno
analizama u masnom tkivu i plazmi.

Povisene koncentracije ROS i RNS u tkivima dovode do post-transkripcionih oksidativnih
modifikacija proteina. Neke od ovih promena su ireverzibilne i uzrokuju gubitak aktivnosti i funkcije
proteina, $to moze uticati na Celijski transport i redoks signalizaciju. AOPP, kao mera visoko
oksidativnog oStecenja proteina u plazmi, krajnji je proizvod reakcije izmedu albumina i hipohloraste
kiseline. Formiranje AOPP moZe dovesti do oSteCenja tkiva 1 u bliskoj je vezi sa endotelnom
disfunkcijom i1 razvojem ateroskleroze. Povecanje nivoa ovog parametra ve¢ je zabelezeno kod
pacijenata sa visokim faktorom rizika za razvoj MetS [251,252]. Konzumacija oba soka imala je
zaStitni efekat na proteine plazme, pa i sam albumin, budu¢i da je nivo AOPP kod ove dve grupe bio
nizi nego kod kontrole. Nasuprot tome, kod CR grupe nivo AOPP u jetri bio je znacajno visi u
poredenju sa ostale tri grupe. Razlog zasto sok CR ima razli¢ite efekte na koncentracije ovog
parametra u plazmi 1 jetri nije jasan, ali se moZe pretpostaviti da na nivo AOPP u jetri uti¢u dodatni
egzogeni i endogeni faktori, koji mogu izazvati oSteCenje jetre i dovode do njegove dodatne
produkcije [253]. S druge strane, koncentracija ukupnih -SH grupa (drugi marker za procenu
oksidacije proteina) bila je niza u plazmi i masnom tkivu kod grupa na suplementaciji sokom u
poredenju sa HFF grupom, medutim ove razlike nisu bile statisticki znacajne.

Albuminov N kraj je takode podlozan biohemijskim modifikacijama i degradacijama
izazvanim hidroksilnim radikalima, $to moze dovesti do formiranja IMA. PoviSena IMA je
zabelezena kod razlicitih tipova bolesti povezanih s ishemijom i oksidativnim stresom [254].
Primenjena HFF ishrana nije izazvala promene u nivou IMA. Promene nisu zabelezene ni kod CR
grupe, ali je sok od D doveo do smanjenja nivoa IMA u masnom tkivu. Postoje dokazi da galna
kiselina, koja se nalazi u soku D (u nasoj studiji, sok od drenjine sadrzao je vise od 0sam puta vecu
koli¢inu ove kiseline nego sok od CR) najefikasnije eliminiSe peroksilne radikale identifikovane u
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lipidnim medijima [255], sto bi moglo objasniti zasto je konzumacija soka D dovela do smanjenja
IMA u masnom tkivu.

Treba uzeti u obzir da je kod MetS funkcija masnog tkiva izmenjena. Pored primarne funkcije
energetskog depoa, ono postaje aktivan endokrini organ. Stoga je ovde neophodno spomenuti i ulogu
adipokina, hormona koje u fizioloskim uslovima lu¢i masno tkivo, ali ¢ija se sekrecija menja tokom
patologija izazvanih oksidativnim stresom. Povecano luéenje leptina, koje je ujedno jedan od markera
MetS [256], indukuje stvaranje ROS, poput H2O: i hidroksil radikala, §to dovodi do smanjenja
aktivnosti PON1 i poveéava koncentraciju MDA i peroksida u plazmi [257,258]. Sli¢no tome,
visfatin, ¢ije je luenje takode poviseno kod individua sa dijagnostikovanim MetS, ima prooksidativni
efekat, indukujuéi proizvodnju O2" i povecavajuci aktivnost SOD i katalaze [259]. Adiponektin, s
druge strane, povecava produkciju NO i inhibira oslobadanje ROS, medutim, njegova sekrecija je
kod MetS inhibirana [260]. Suplementacija polifenolima pospeSuje ekspresiju adipokina
(povecavajuci koncentraciju adiponektina u plazmi), povecava osetljivost ciljnog tkiva na leptin i
smanjuje sekreciju visfatina [132,133]. Stoga bi jedan od vidova pozitivhog delovanja suplementacije
sokovima CR i D na prevenciju MetS moglo biti i zadrzavanje koncentracije adipokina u fizioloSkom
opsezima.

Kada govorimo o razvoju i prevenciji ishranom izazvanog MetS, ne treba zanemariti ulogu
crevnog mikrobioma. Dijeta bogata mastima, izmedu ostalog, menja mikrobiom u crevima i na taj
nacin doprinosi razvoju MetS, dok unos polifenola moze imati zastitno dejstvo 1 doprineti o¢uvanju
zdravog profila crevnog mikrobioma, uticuci tako na prevenciju metaboli¢kih poremecaja [64]. lako
istrazivanja na temu mikrobioma nisu obuhvacena ovom tezom, ranije studije su ustanovile da ishrana
bogata vlaknima, u kombinaciji sa sokovima koji sadrze dosta polifenola pokazuje potencijal za
prevenciju razvoja MetS kod ljudi [65].

.....

u nekim predasnjim studijama takode pokazalo kao doza sa korisnim zdravstvenim efektima
[261,262]. Za ispitivane sokove, ekvivalent primenjen na ljudsku upotrebu bila bi koli¢ina od 200-
250 ml, odnosno jedna bocica dnevno. Prema podacima iz 2019. godine Instituta za javno zdravlje
Srbije, 9,3% gradana svakodnevno konzumira zasladena nealkoholna pic¢a, dok voce redovno jede
manje od 40% stanovnistva. Upotreba sokova od CR i D, po karakteristikama sli¢nih ovima iz nase
studije, obezbedila bi dnevni unos od 200-300 mg bioaktivnih polifenola i tako poboljsala ishranu
osoba koje nemaju naviku da jedu voce, nisu sklone zdravoj ishrani ili nisu spremne da menjaju
navike u ishrani, ¢ime bi se moglo uticati 1 na smanjenje faktora rizika za razvoj MetS. Umerena
konzumacija hladno cedenih sokova (75-224 ml dnevno) kao nacin da se unapredi ishrana i doprinese
unosu zdravstveno korisnih nutrijenata ve¢ je uvrtena u preporuke za ishranu mnogih zemalja
[263,264]. Stoga je uvodenje ovih sokova u ishranu jedan od moguéih nacina za poboljSanje navika
u ishrani bez drasti¢nih promena u uobicajenom nacinu Zivota.
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6. ZAKLJUCCI

U skladu sa postavljenim ciljevima, rezultati dobijeni u ovoj tezi upucuju na sledece zakljucke:

e HFHF ishrana u maksimalnom trajanju od 16 nedelja nije dovoljna za razvoj MetS kod Wistar
pacova. Za ispoljavanje veceg broja parametara MetS potrebno je prisustvo jo§ nekog
farmakoloskog agensa, $to je u naSem slucaju bila holna kiselina

e Hannover podsoj se pokazao podlozniji razvoju dislipidemije indukovane HFHF ishranom

e Zivotinje uzrasta &etiri meseca pokazale su se podloZnije razvoju metaboli¢kog sindroma pod
uticajem ishrane, u odnosu na zivotinje starosti 0sam nedelja.

Svakodnevna konzumacija soka crne ribizle ili soka drenjine u trajanju od deset nedelja dovela je do:

snizenja koncentracije ukupnog holesterola u krvi;

ocuvanja histomorfologije jetre, adipoznog tkiva i tkiva pankreasa;

pospesivanja lucenja insulina i redukcije lucenja glukagona;

odrzavanja nivoa 20:3n-6 u plazmi i jetri na nivou kontrole, dok je u HFF grupi doslo do do

povecanja njihove kolicine;

e odrzanja procenjene aktivnosti A5 desaturaze u plazmi i jetri na nivou kontrole, dok je u HFF
grupi doslo do smanjena desaturazne aktivosti;

e prevencije naruSavanja redoks balansa plazme i tkiva (Smanjenje koncentracije O>" u plazmi

(D) i jetri (CR), smanjenja aktivnosti PON1 i smanjenja nivoa TOS u masnom tkivu i AOPP

u plazmi (oba soka), povecanje aktivnosti PON1 u jetri (oba soka), s tim §to je sok CR u tom

smislu pokazao znatno veéi potencijal.

Dodatno, svakodnevna konzumacija soka crne ribizle pokazala je efekat i na:

e smanjenje akumuliranja adipoznog tkiva u trbusnoj regiji (visceralnog masnog tkiva);
e poboljsanje tolerancije na glukozu;
e smanjenje genske ekspresije IRNK za IL-6 u jetri i time na smanjenje sistemske inflamacije.

* k% %

Rezultati prikazani u ovoj tezi ukazuju da bi dugotrajna konzumacija umerene koli¢ine (~ 250 ml/dan)
mati¢nog soka crne ribizle i/ili drenjine mogla doprineti spre¢avanju razvoja MetS i redukciji
oksidativnog stresa kod osoba ¢ija ishrana sadrzi znacajne koli¢ine masti i Secera. Na taj nacin ovi
sokovi bi ucestvovali u ublazavanju Stetnih efekata Siroko rasprostranjene “zapadnjacke dijete”
bogate rafinisanim ugljenim hidratima, zasi¢enim mastima i procesuiranom hranom. Vazno je
napomenuti da, konzumacija sokova bogatih polifenolima ne moze biti zamena za pridrzavanje
zdravih navika u ishrani. Zdrava ishrana, poput mediteranske dijete ili ishrane bogate namirnicama
biljnog porekla, i umerena fizicka aktivnost i dalje su klju¢ni faktori u prevenciji MetS.
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Mpunor 1.

W3jaBa o ayTopCcTBY

[MoTnucaHu-a Mapwuija [NayHoBuh

Bpoj ungekca 53031/2017

NzjaBrbyjem
[a je DoKTopcKka AucepTaluuja noj HacrnoBom

Mcnutuesanse yTuuaja KomepuujanHmux MaTUYHUX COKOBa ApewuHe (Cornus mas) u upHe

pubusne (Ribes nigrum) Ha npeBeHUMjy pa3soja MeTabonuukor cuHapoma koa nauvosa Wistar

coja

o pesynTaT COMNCTBEHOr NCTPpaxuBadKkor pajaa,

e [JanpearioxeHa guceprauuja y LENMHN HY Y AenoBumMa Huje 6una npeanoxeHa sa gobvjame
B1no Koje AunnomMe npema CTyAnjCKUM nporpaMuma Apyrnx BUCOKOLLIKOSICKUX YCTaHOBaA,

o [la Cy pe3yniTaTél KOPEKTHO HaBeAEeHN U
o [a HWCcaM KpLUMo/ra ayTopcKa rpasa 1 KOPUCTUO VHTENEKTYanHy CBOjUHY ApyrX nuua.

Motnuc AOKTOpaHOda

4
£
7

/

/

7

Y beorpagy, 8 J. 02026’
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Mpunor 2.

M3jaBa o ncToBeTHOCTU WITaMMaHe 1 eNeKTPOoOHCKe Bep3uje
JOKTOpPCKOr paja

Wwme v npesnme aytopa _Mapuja MayHosuh

bpoj nHoekca 53031/2017

Cryawnjckn nporpam WHTerpucaHe Hayke 0 ucxpaHu

Hacnos paga

WcnutuBamwe yTuuaja KomMepuMjanHUX MaTUYHUX COKOBa ApersuHe (Cornus mas) v LpHe
pubuzne (Ribes nigrum) Ha npeBeHUKjy pa3Boja MmeTaGonnykor cuHapoma koa nauosa Wistar
coja ' . '

MeHTopke Ap Wea Jlakuh v gp Creexxara MeTposuh

lNoTnucaHe

M3jaBrbyjem fa je wramnaHa Bepsunja Mor [JOKTOPCKOr pafa NCTOBETHA eNEKTPOHCKOj BEP3uju Kojy
caMm npefao/na 3a objaBrbuBare Ha noptany [UrMtanHor penosutopujyma YHuBep3uteTa y
Beorpany. , :

HosBorbaBam fa ce ofjase Moju NUYHM Nofauy Be3aHn 3a fobujarbe akageMcKor 3Bara [oKTopa
Hayka, Kao LUTO cy uMe U Npesume, rofivHa u MecTo pofierwa 1 gatym onbpaHe paaa.

OBn nuyHM nojauy Mory ce 06jaBUTU HA MPEXHUM CTpaHuLaMa aurutanHe GubnuoTeke, Y
€NEeKTPOHCKOM kaTarnory u y nyénukaumjama YHusepauteta y Beorpany.

Mornuc gokTopaHaa

Y Beorpagay, 637?02[1 ? o
borceicro A2
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W3jaBa o kopuwhemwy

Osnawhyjem YHUBEP3NTETCKY BubnmoTeky ,CBETO3ap I\/IapKOBmﬁ“ ,u,a y .D,VII’VITaﬂHVI penoszopMJyM
YHuBepauteTa y beorpaay yHece mMojy AOKTOPCKY AucepTauujy no,q HaCﬂOBOM

McnutuBamse yTuuaja koMepumujanHux MaTuyHux COKOBa. JJ,pel'bMHe (Cornus ‘mas) v _LpHe-

pubuzne (Ribes nigrum) Ha npeseHuuiy pasao;a MeTa60anKor cmm,poma Ko.q nau.OBa Wistar

coja

Koja je Moje ayTopcKo fero.

OvcepTaumnjy ca cBum rnpuriosuma npe,qao/na caMm Y ereKTPOHCKOM CbOpMaTy noro,qHOM 3a TpajHo
apxmBupatse. ;

Mojy [OKTOpCKy AucepTauuvjy noxpaweHy y [durutanHom penoéhTOpijmy YHMBép3MTeTa y
Beorpagy v 4OCTYMHY Yy OTBOPEHOM NPUCTYMY MOy Aa KOPUCTe CBU Kojii MoLuTyjy ofpende cagpkaHe
y ogabpaHom Tuny nuleHue KpeatusHe 3ajegnule (Creative Commons) 3akojy cam ce ofny4no/na.

1. Aytopcteo (CC BY)

2. AyTOpCTBO — HEKOMEpPLMjaIiHO

3. AyTopcTBO — HEKoMepLumjanHo — 6es npepaga

4. AyTopcTBO — HeKomepumjanHo — OEenUTX Nog UCTUM YCroBUMa
5. AytopcTBo — ©e3 npepaga

6. AyTOpPCTBO — OENUTU NOA4 UCTUM yCroBuma

(Monumo fa 3aoKkpyxuTe camo jefHy of WeCT noHyheHvix nuLeHLn.
Kparak onvc nuLeHLM je cacTaBHM 4e0 OBE u3jase).

[ToTnuc ayropa

Y Beorpagy, 5 9 20,,4[7’ : ‘ P
%&O[ﬂb A
/
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1. Aytopcteo. [lo3BorbaBate yMHOXaBake, AUCTPUOYUM)y W jaBHO caonwiTaBake Aena, W
npepaje, ako ce HaBefe nMe aytopa Ha HavuH ofpefeH of cTpaHe ayTopa unu gasaola nuLeHue,
Yak n y komepumjanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja oL CBUX MULIEHLIA.

2. AyTtopcTBO — HekoMmepuujanHo. [lo3BorbaBaTe yMHOXaBawe, OAMCTPUBYLIM)Y W jaBHO
caoniwiTaeake gena, u npepaje, ako ce Hase[e vme ayTopa Ha HaumH ogpefeH of cTpaHe ayTopa
nnun fasaoua nuueHue. OBa NuLeHLa He [4o3Borbasa komepumnjaniy ynotpedy gena.

@ AyTOpCTBO — HeKomepuuMjanHo — 6e3 npepaga. [lo3BorbaBarte YMHOXaBake, AUCTPUBYLM]Y 1
jaBHO caorwTasare fena, 6es npomeHa, npeobrnmkoBatba uny yrotpebe Aena y csoM Aeny, ako
ce Haseje ume ayTopa Ha HaYmH oqpeﬁeH OA CTpaHe ayTopa Wnn gasaoua NmueHLe. OBa NuLeHLa
He 403BOrbaBa KoMepLMjanHy yHOTpe6y dena. Y ogHocy Ha cBe ocTarne rnuueHLe, OBOM NULEHLIOM
ce orpaHuyasa Hajsehy 0bum npasa kopuwhewa gena.

- 4. -AyTOpCTBO . — HekoMepuujanHo — penuTyW nog WCTMM ycnoBuMa. [osBorbasarte
yMHOXaBake, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO caoniiTasake Aena, v npepase, ako ce HaBefe UMe ayTopa
Ha HaunH ofipefeH of CTpaHe ayTopa UnM AaBaolia MULIEHLE 1 aKo Ce npepaga ancTpubyurpa nog
WCTOM Unmu cnndHoM nuuexuom. OBa nuueHua He [03BOorbaBa KoMepuwjandy yrnotpeby aena u
npepaga.

5. AytopcTeo — 6e3 npepaaa. [Jo3BorbaBaTe yMHOXaBake, AUCTPUBYLIM]Y 1 jaBHO CaomMLITaBaHe
Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukosama unn ynotpebe gena y cBOM Aesy, ako ce HaBefe nve aytopa
Ha HauuH ofpefleH of cTpaHe ayTopa wWnM fdaBaoua nuvueHue. OsBa nuLUeHUa [o3Borbasa
komepuwjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO — AenuTu noa UCTUM ycroBuMma. [l03BorbasaTe yMHOXaBake, ANCTpubyLUjy v
jaBHO caonwitaBare Aena, U Npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HaunH oapeheH o cTpaHe
ayTopa unu fasaolia nvueHLe 1 ako ce npepafa auctpubynpa nog nctom Unim CrnYyHoOM NULIEHLIOM.
OBa nuueHua fossosbasa komepumjanHy yrnotpeby gena u npepaga. CnvdHa je codTBEPCKUM
NMuUeHLama, 0gHOCHO NMLeHL[amMa OTBOPEHOr Koaa.
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