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Efekti polifenola soka od aronije na kardiovaskularne faktore rizika i
masnokiselinski profil u animalnoj i humanoj studiji

Sazetak

Kardiovaskularne bolesti su vode¢i uzrok smrtnosti u Srbiji i svetu. Svakodnevni dijetarni
unos voca i povréa moze smanjiti ucestalost nastanka ovih oboljenja. Namirnice biljnog porekla
sadrze razli¢ite komponente sa antiinflamatornim i antioksidativnim svojstvima, a medu njima su i
polifenoli. Ova doktorska disertacija je imala za cilj ispitivanje efekata polifenola soka od aronije na
faktore rizika za kardiovaskularne bolesti i masnokiselinski profil pacova Wistar soja i ljudi.

U obe studije analiziran je uticaj: 1) soka od aronije (sa 1177,11 mg/100 mL polifenola
izrazenih u ekvivalentima galne kiseline); 2) placeba bez polifenola; 3) soka od aronije razblazenog
placebom (sa 294,28 mg/100 mL polifenola izraZzenih u ekvivalentima galne kiseline). Animalna
studija je trajala pet nedelja tokom kojih je svaka grupa muzjaka Wistar pacova (n = 8) imala
neometan pristup, ad libitum, jednoj od tri teCnosti. Humana studija je trajala Cetiri nedelje, tokom
kojih su ispitanici (n = 84), podeljeni u tri grupe, dnevno pili po 100 mL jednog od pi¢a. Svaka grupa
je imala poviSene vrednosti slede¢ih parametara: koncentracije LDL holesterola u serumu, indeksa
telesne mase, obima struka i sistolnog pritiska.

Procenjeno je da je prosecan dnevni unos polifenola bio 557 mg za grupu pacova koja je pila
sok od aronije, odnosno 120 mg za onu koja je unosila razblazeni sok od aronije. Na kraju studije je
koncentracija LDL holesterola u plazmi bila manja, a procentualna zastupljenost vakcenske kiseline
veca u fosfolipidima i plazme 1 jetre, kod pacova koji su unosili vise polifenola, u poredenju sa onima
koji su pili placebo. Rezultati humane studije pokazali su smanjen krvni pritisak ispitanika sve tri
grupe u poredenju sa pocetnim vrednostima, ali bez razlike izmedu grupa. Doslo je do smanjenja
vrednosti oksidovanog LDL-a kod ljudi koji su pili sok od aronije, u poredenju sa pocetnim
vrednostima, ali bez statisti¢ki znacajne razlike u odnosu na one koji su pili placebo. Unos oba soka
sa polifenolima je smanjio procentualnu zastupljenost ukupnih n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina 1
povecao udeo zasi¢ene palmitinske kiseline u fosfolipidima plazme, u poredenju sa poc¢etkom studije
i placebom. To je pokazano i poredenjem samo muskaraca tri grupe. Nije bilo povezanosti varijanti
gena desaturaze masnih kiselina 2 (rs174576, rs174593, rs174616) sa efektima polifenola soka od
aronije.

Efekti polifenola aronije na masne kiseline plazme pacova Wistar soja nisu pokazani kod
ljudi, stoga se na osnovu promena u masnokiselinskom profilu jetre pacova ne moze pretpostaviti
kakve se promene oc¢ekuju u jetri ljudi usled dijetarnog unosa ovog voca. Zbog odsustva statisticke
znacajnosti u poredenju sa placebo grupom, smanjenja krvnog pritiska i koncentracije oksidovanog
LDL-a u humanoj studiji se ne mogu pripisati dejstvu polifenola. NaSi rezultati ukazuju da su
polifenoli komponenta soka od aronije koja je potrebna za promene zastupljenosti n-6 polinezasi¢enih
masnih kiselina 1 palmitinske kiseline fosfolipida plazme ljudi, da je za to dovoljna koli¢ina od 294
mg ekvivalenata galne kiseline, a moguce je da je ovo dejstvo polno-specifi¢no. Neophodno je dalje
ispitati efekte unosa polifenola soka od aronije u prevenciji kardiovaskularnih bolesti putem uticaja
na masnokiselinski profil.

Kljucne reci: polifenoli, sok od aronije, n-6 polinezasicene masne kiseline, palmitinska
kiselina, faktori rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti, pacov, ¢ovek.
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The effects of chokeberry juice polyphenols on cardiovascular risk factors and
fatty acid profile in animal and human study

Abstract

Cardiovascular diseases are the leading cause of death in Serbia and the world. Daily dietary
intake of fruits and vegetables can reduce the incidence of these diseases. Foods of plant origin
contain various components, with anti-inflammatory and antioxidant properties, and among them are
polyphenols. This doctoral dissertation aimed to examine the effects of chokeberry juice polyphenols
on risk factors for cardiovascular diseases and fatty acid profile of Wistar rats and humans.

In both studies was analyzed the influence of: 1) chokeberry juice (with 1177.11 mg/100 mL
of polyphenols expressed as gallic acid equivalents); 2) polyphenol-free placebo 3) chokeberry juice
diluted with placebo (with 294.28 mg/100 mL of polyphenols expressed as gallic acid equivalents).
The animal study lasted for five weeks during which each group of male Wistar rats (n = 8) had
unrestricted access, ad libitum, to one of the three liquids. The human study lasted for four weeks,
during which subjects (n = 84), divided into three groups, drank 100 mL of one of the drinks per day.
Each group had elevated values of the following parameters: serum LDL cholesterol concentrations,
body mass index, waist circumference and systolic pressure.

The average daily intake of polyphenols was estimated to be 557 mg for the group of rats that
had been drinking chokeberry juice, and 120 mg for the group that had been ingesting diluted
chokeberry juice. At the end of the study, the concentration of LDL cholesterol in plasma was lower,
and the percentage of vaccenic acid was higher in plasma and liver phospholipids, in rats that ingested
more polyphenols, compared to those who drank placebo. Results of the human study showed
decreased blood pressure of the subjects of all three groups compared to the initial values, but without
a difference between the groups. There was a decrease in oxidized LDL levels in people who drank
chokeberry juice, compared to baseline values, but there was no statistically significant difference
from those who drank placebo. Intake of both polyphenol juices reduced the percentage of total n-6
polyunsaturated fatty acids and increased the percentage of saturated palmitic acid in plasma
phospholipids, compared to the beginning of the study and placebo. That was also shown by
comparing only men of the three groups. There was no association between the fatty acid desaturase
2 gene variants (rs174576, rs174593, rs174616) and the effects of chokeberry juice polyphenols.

The effects of chokeberry polyphenols on Wistar rat plasma fatty acids have not been shown
in humans, therefore, based on changes in the fatty acid profile of rat liver, it cannot be assumed what
changes are expected in human liver due to dietary intake of this fruit. Because of the lack of statistical
significance in comparison with the placebo group, the reduction in blood pressure and oxidized LDL
concentration in the human study cannot be attributed to the effect of polyphenols. Our results
indicate that polyphenols are the component of chokeberry juice needed for changes in the percentage
of n-6 polyunsaturated fatty acids and palmitic acid in human plasma phospholipids, that the amount
of 294 mg of gallic acid equivalent is sufficient, and this effect may be gender-specific. It is necessary
to further investigate the effects of chokeberry juice polyphenol intake in prevention of cardiovascular
diseases via the influence on fatty acid profile.

Key words: polyphenols, chokeberry juice, n-6 polyunsaturated fatty acids, palmitic acid,
risk factors for cardiovascular disease, rat, human.

Scientific field: Biology
Scientific subfield: Animal and human physiology



SPISAK SKRACENICA

1/4-AMJ
ABCG
AMJ
BHT
BMI
Ca
CD36
CE
CETP
CGE
DAP
DBP
DF
DNK
EDTA
ELISA
FADS
FFQ

GAE
HDL
HMGR
ICAM
IL-6

K

KVB
LDL
LOX-1

mCSF

MCP-1
Mg
MW

Na
NADPH

NCBI

NO
NPC1L1
oxLDL
PAI-1

PLB
PUFA
RT-PCR

sok od aronije razblazen placebom

eng. ATP-binding cassette transporter

sok od aronije (lat. Aronia melanocarpa, eng. juice)
2,6-bi-tercbutil-hidroksi-toluen

indeks telesne mase (eng. body mass index)

kalcijum

eng. cluster determinant 36

estri holesterola (eng. cholesterol esters)

holesterol estar transfer protein (eng. cholesterol ester transpher protein)
ekvivalent cijanidin glukozida (eng. cyanidin glycoside equivalent)
softver za procenu i planiranje ishrane (eng. diet assess and plan)
dijastolni krvni pritisak (eng. diastolic blood pressure)

faktor razblazenja (eng. dilution factor)

dezoksiribonukleinska kiselina (eng. deoxyribonucleic acid)
etildiamintetrasirc¢etna kiselina (eng. ethylenediaminetetraacetic acid)
eng. enzyme linked immunosorbent assay

gen desaturaza masnih kiselina (eng. fatty acid desaturase)

anketa o ucestalosti uzimanja pojedinih namirnica (eng. food frequency
questionaire)

ekvivalenat galne kiseline (eng. galic acid equivalent)

lipoprotein velike gustine (eng. high-density lipoprotein)

eng. 3-hydroxy-3-methylglutaryl coenzyme A reductase

intercelularni adhezivni molekul (eng. intercellular adhesion molecule)
interleukin-6

kalijum

kardiovaskularne bolesti

lipoprotein male gustine (eng. low-density lipoprotein)

lektinu sli¢an receptor za oksidovani LDL (eng. lectin-like oxidized LDL
receptor-1)

faktor stimulacije kolonija makrofaga (eng. macrophage colony-
stimulating factor)

monocitni hemotakti¢ni protein-1 (eng. monocyte chemotactic protein-1)
magnezijum

molekularna tezina (eng. molecular weight)

natrijum

nikotindiamid adenin dinukleotid fosfat (eng. nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate)

Nacionalni Centar za Biotehnoloske Informacije (eng. The National
Center for Biotechnology Information)

azot monoksid (eng. nitric oxide)

eng. Niemann-Pick Cl-Like 1

oksidovani LDL (eng. oxidized LDL)

inhibitor aktivatora plazminogena-1 (eng. plasminogen activator
inhibitor-1)

placebo

polinezasi¢ene masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acids)
lan¢ana reakcija polimeraze u realnom vremenu (eng. Real-Time
Polymerase Chain Reaction).



SBP

SDS
SREBP-2
TG
TNF-a
VCAM

VLDL

sistolni krvni pritisak (eng. systolic blood pressure)

natrijum dodecil sulfat (eng. sodium dodecyl sulfate)

eng. sterol regulatory element-binding transcription factor 2
trigliceridi (eng. triglycerides)

faktor nekroze tumora-a (eng. tumor necrosis factor-o,)

vaskularni ¢elijski adhezivni molekul (eng. vascular cell adhesion
molecule)

lipoprotein veoma male gustine (eng. very-low-density lipoprotein)
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1. UVOD

1.1. Faktori rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti

Kardiovaskularne bolesti (KVB) predstavljaju grupu oboljenja srca i krvnih sudova, u koje
spadaju koronarna bolest, cerebrovaskularne bolesti, ali i mnoge druge (World Health Organization,
2011; Holt i Tulis, 2015). Prema podacima Svetske zdravstvene organizacije, KVB su tokom 2016.
godine bile vodec¢i uzrok smrtnosti u svetu, ali i u Srbiji (World Health Organization, 2018). Zbog
slabe implementacije preventivnih mera i visoke stope smrtnosti od kardiovaskularnih oboljenja,
Evropsko kardiolosko udruzenje je Srbiju svrstalo u zemlje visokog rizika (Piepoli i sar., 2016).

Na nastanak KVB uti¢u razlic¢iti faktori, medu kojima su: hipertenzija, prekomerna masa,
dijabetes 1 hiperlipidemija (World Health Organization, 2011; Yusuf'i sar., 2020; Nelson, 2013), koji
su najcesce posledica neodgovarajuceg nacina ishrane i nedovoljne fizicke aktivnosti (Garfinkle
2017; Meldrum i sar., 2017; Schwingshackl 1 sar., 2017; Pang i sar., 2019). Ovi faktori rizika ¢esto
se javljaju kod ljudi uzrasta od 18 do 45 godina (Andersson i Vasan, 2018). Nedavna analiza je
pokazala da su KVB vodeéi uzrok smrtnosti u svetu kod oba pola (Woodward, 2019). Zene u
reproduktivnom periodu imaju manju incidencu nastanka kardiovaskularnih oboljenja u odnosu na
one koje su u menopauzi ili muskarce iste starosti (dos Santos i sar., 2014; Pérez-Lopez i sar., 2010).
Istrazivanja su pokazala da estrogen doprinosi odrzavanju optimalnih vrednosti krvnog pritiska,
telesne mase, glukoze, triglicerida i ukupnog holesterola (Di Giosia i sar., 2018; Mauvais-Jarvis i sar.,
2013; Yeasmin i sar., 2017).

1.1.1. Krvni pritisak

Krvni pritisak je sila kojom krv deluje na jedinicu povrSine zida krvnog suda (Guyton, 1963).
Zid arterija i vena €ine tri sloja: unutrasnji (lat. tunica intima), sredis$nji (lat. tunica media) 1 spoljasnji
(lat. tunica externa) (dela Paz 1 D'Amore, 2009).

Krvni pritisak se meri u nadlakti¢noj arteriji (lat. arteria brachialis), a izrazava se kao sistolni
(eng. systolic blood pressure, SBP) 1 dijastolni (eng. diastolic blood pressure, DBP) (Muntner 1 sar.,
2019; McEniery i sar., 2014). Prema klasifikaciji Evropskog kardioloskog drustva i Evropskog
druStva za hipertenziju vrednosti SBP/DBP preko 140/90 mm Hg definiSu hipertenziju (Williams 1
sar., 2018) (Tabela 1). Smatra se da je ona jedan od najcesc¢ih faktora rizika za nastanak KVB (Yusuf
1 sar., 2020; Kokubo i Matsumoto, 2017; Weber i sar., 2016).

Tabela 1. Kategorije krvnog pritiska.

Optimalan krvni Normalan krvni Visok normalan Hipertenzija
pritisak pritisak krvni pritisak
SBP (mm Hg) <120 120 - 129 130-139 > 140
DBP (mm Hg) <80 i/ili 80 - 84 1/ili 85 - 89 1/ili> 90

Preuzeto i prilagodeno iz izveStaja Evropskog kardioloskog drustva i Evropskog drustva za hipertenziju (Williams i sar., 2018).

Hipertenzija dovodi do disfunkcije endotela koronarnih arterija (Bolad i Delafontaine, 2005),
$to moze biti uzrok ishemije miokarda (Matsuzava i Lerman, 2014; Summers i sar., 2011), odnosno
nedovoljnog snabdevanja sr¢anog miSi¢a oksigenisanom krvlju. To moze dovesti do infarkta
miokarda 1 smrti (Shimokawa 1 Yasuda, 2008).

Endotel je selektivna fizicka barijera koja kontroliSe propustljivost krvnog suda (Matsuzava i
Lerman, 2014). On takode reguliSe vaskularnu homeostazu produkcijom autokrinih i parakrinih
faktora. Jedan od njih je azot monoksid (eng. nitric oxide, NO), koji ima ulogu vazodilatatora, inhibira



proliferaciju glatkih miSiénih ¢elija zida krvnog suda, agregaciju i adheziju trombocita, a 1 reguliSe
interakciju endotela sa leukocitima (Tousoulis i sar., 2005; Moncada i Higgs, 2006). Najcesce je
disfunkcija endotela okarakterisana smanjenom bioraspolozivos¢éu NO (Arrebola-Moreno 1 sar.,
2012).

1.1.2. Indeks telesne mase 1 obim struka

Telesna masa se moze promeniti samo kada energetski unos nije jednak potro$nji energije
tokom odredenog vremenskog perioda (Hill 1 sar., 2012). Visak energije se primarno deponuje u vidu
triglicerida u adipocitima belog masnog tkiva. U telu postoji nekoliko razli¢itih depoa belog masnog
tkiva (Luong i Lee, 2018). Visceralno masno tkivo se nalazi oko srca i unutras$njih organa abdomena
(Luong i sar., 2019). Potkozno masno tkivo je ispod sloja dermisa (Luong i Lee, 2018; Fenner i Clark,
2016), sa najve¢im depoima u abdominalnom, glutealnom i femoralnom regionu (Chusyd i sar.,
2016). U odnosu na Skarpovu fasciju, razlikuju se povrsinsko i duboko potkozno masno tkivo
abdomena (Slika 1) (Luong i sar., 2019).
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Slika 1. PotkoZno i visceralno masno tkivo coveka. Preuzeta i prilagodena iz Luong i saradnici (2019).



Pored adipocita, masno tkivo Cine preadipociti, fibroblasti, vaskularne ¢elije 1 ¢elije imunog
sistema (Ouchi 1 sar., 2011), od kojih su najbrojniji makrofagi (Klein-Wieringa i sar., 2013). Visak
energije se akumulira u postojecim zrelim adipocitima, koji postaju ve¢i (hipertroficni). Oni mogu da
stimuliSu proliferaciju i diferencijaciju preadipocita (Haczeyni i sar., 2018; Longo 1 sar., 2019).
Preadipociti poti¢u od mezenhimalnih mati¢nih ¢elija vaskularne strome (Tang i Lane, 2012). Stopa
proliferacije 1 adipogeni potencijal mati¢nih ¢elija 1 diferencijacija preadipocita potkoznog tkiva su
visi u odnosu na one visceralnog (Baglioni i sar., 2012; L.F. Liu 1 sar., 2017).

Hipertrofi¢ni adipociti regrutuju makrofage koji sekretuju proinflamatorne citokine, kao $to
su faktor nekroze tumora-a (eng. tumor necrosis factor-a, TNF-a) 1 interleukin-6 (IL-6) (Eguchi i
sar., 2015). Oni doprinose lokalnoj i sistemskoj inflamaciji (Longo i sar., 2019) i disfunkciji endotela
(Esteve 1 sar., 2007; H. Zhang i sar., 2009). Kim i saradnici (2016) su pokazali da je koncentracija
TNF-a i IL-6 u serumu u direktnoj korelaciji sa koli¢inom visceralnog i dubokog potkoznog masnog
tkiva abdomena. Ovi citokini stimuliSu produkciju inhibitora aktivatora plazminogena-1 (eng.
plasminogen activator inhibitor-1, PAI-1) (Plomgaard i sar., 2005; Rega i sar., 2005; Cesari, 2010),
koji sprec¢ava aktivaciju plazminogena i nastanak plazmina, potrebnog za razgradnju krvnog ugruska
i uklanjanje fibrina iz cirkulacije (Song i sar., 2017; Pordevi¢ i sar., 2013). Meta-analiza Songa i
saradnika (2017) je pokazala da poviSene vrednosti PAI-1 u cirkulaciji povecavaju rizik od nastanka
bolesti koronarnih arterija. Koncentracija PAI-1 u plazmi je pozitivno korelisana sa koli¢inom
abdominalnog visceralnog masnog tkiva (Sam 1 sar., 2009), kao i ekspresijom u abdominalnom
potkoznom, ali ne i femoralnom masnom tkivu (Mavri i sar., 2001).

Ukupna akumulacija masti u abdomenu se procenjuje na osnovu obima struka. Abdominalna
gojaznost Kavkazoida je definisana vrednostima jednakim 1 ve¢im od 94 cm za muskarce i od 80 cm
za zene (Catapano 1 sar., 2016; Alberti 1 sar., 2006; Yumuk i sar., 2015). Indeks telesne mase (eng.
body mass index, BMI) predstavlja koli¢nik telesne mase i kvadrata visine. Normalne vrednosti su od
18,5 do 24,9 kg/m?, one od 25 do 29,9 kg/m? oznacavaju prekomernu masu (predgojaznost), a jednake
i veée od 30 kg/m? gojaznost (Marques i sar., 2018; Bodicoat i sar., 2014; World Health Organization,
2000). Meta-analiza prospektivnih studija je pokazala da su i abdominalna gojaznost i vrednosti BMI
jednake i veée od 25 kg/m? povezani sa poveéanim rizikom od poremecaja rada srca (eng. heart
failure) (Aune i sar., 2016).

1.1.3. Glikemija

Glukoza je primarni energetski supstrat za vecinu celija (Navale 1 Paranjape, 2016).
Optimalne vrednosti koncentracije glukoze u krvi ¢oveka iznose od 3,9 do 5,5 mmol/L (Sanders i
Lupton, 2012). Pokazano je in vitro da hiperglikemija dovodi do smanjene produkcije NO endotelnih
¢elija aorte (Kemeny i sar., 2013; Du i sar., 2001) i koronarnih arterija (Ding i sar., 2000). Humane
studije su pokazale povezanost vrednosti glukoze od 5,6 do 6,9 mmol/L sa disfunkcijom endotela
nadlakticne arterije (Rodriguez i sar., 2005; Su i sar., 2008). Ove vrednosti glukoze u plazmi nakon
neuzimanja hrane od minimum osam sati predstavljaju jedan od kriterijuma za dijagnostikovanje
predijabetesa (American Diabetes Association, 2019). Na osnovu meta-analize prospektivnih studija
utvrdeno je da su navedene koncentracije glukoze kod ljudi pozitivno korelisane sa rizikom od
nastanka KVB (Huang i sar., 2016).

1.1.4. LDL 1 HDL holesterol u cirkulaciji

Holesterol je strukturna komponenta celijskih membrana Zivotinja (Lange i sar., 1989;
Crocke, 1998), prekursor vitamina D3 u kozi (Holick 1 sar., 1977), steroidnih adrenalnih i gonadalnih
hormona i zu¢nih soli (Cox i Garcia-Palmieri, 1990). Kod Zivotinja holesterol potic¢e od unosa hrane
1 sinteze u organizmu (Dietschy, 1984).

U cirkulaciji se holesterol nalazi u sklopu razli¢itih lipoproteinskih cestica (Slika 2), a
najzastupljeniji je u lipoproteinima male gustine (eng. low-density lipoprotein, LDL) (Ginsberg,



1994). Povisene vrednosti LDL holesterola u cirkulaciji se povezuju sa povecanim rizikom od
infarkta miokarda i §loga na osnovu prospektivnih studija (Kim, 2019; Y. Wang i sar., 2013). Takode,
meta-analiza je pokazala da snizavanje povisenih vrednosti LDL holesterola (> 2,59 mmol/L)
smanjuje rizik od smrtnosti izazvane KVB (Navarese i sar., 2018). LDL ulazi u ¢elije receptor-
posredovanom endocitozom (Brown i1 Goldstein, 1976; Goldstein i Brown, 2009).

Visak holesterola se iz perifernih ¢elija transportuje do jetre pomocu lipoproteina velike
gustine (eng. high-density lipoprotein, HDL). Na osnovu epidemioloSkih podataka, postoji
povezanost izmedu povecanog rizika od KVB i vrednosti HDL holesterola manjih od 1 mmol/L kod
muskaraca, odnosno manjih od 1,2 mmol/L kod Zena (Catapano i sar., 2016).
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Slika 2. Sematski prikaz lipoproteinskih &estica. Preuzeta i prilagodena iz Chiang i saradnici (2014). CE: estri
holesterola (eng. cholesterol esters); TG: trigliceridi (eng. triglycerides).



1.1.4.1. Oksidovani LDL 1 ateroskleroza

Ateroskleroza je hroni¢na inflamatorna bolest srednjih i velikih arterija. To je viSedecenijski
proces koji za rezultat moze imati trombozu koronarnih arterija (Bentzon i sar., 2014).

Nastanku ateroskleroze doprinosi disfuncionalni endotel, kroz koji LDL ¢estica dolazi do
podendotelskog prostora (Mundi i sar., 2018). Tu se preko APO-B100 vezuje za proteoglikane 1
postaje podlozna oksidaciji (Leiva i sar., 2015) (Slika 3). Stopa oksidacije LDL cestica zavisi od vise
faktora, a veoma znacajni su lokalna koncentracija oksidanata i LDL-a (Scheffer i sar., 2005).

Oksidanti nastaju usled razlicitih reakcija, od kojih su neke katalizovane enzimima, kao $to
su lipoksigenaza, mijeloperoksidaza i nikotindiamid adenin dinukleotid fosfat (eng. nicotinamide
adenine dinucleotide phosphate, NADPH) oksidaza. U vaskularnom endotelu je NADPH oksidaza
glavni izvor superoksida anjona (Channon i Guzik, 2002), koji je prekursor brojnih reaktivnih
kiseoni¢nih vrsta (eng. reactive oxygen species, ROS) (Leopold i Loscalzo, 2008; Turrens, 2003).
ROS imaju znaCajnu ulogu u signalnim putevima i odbrani od patogena, ali u poviSenim
koncentracijama mogu da oStete lipide, proteine i dezoksiribonukleinsku kiselinu (eng.
deoxyribonucleic acid, DNK) (Phaniendra i sar., 2015). Zato postoje enzimi koji ih neutraliSu, kao
Sto su superoksid dismutaza, katalaza i hem oksigenaza, koji predstavljaju antioksidante prve linije
odbrane (Ighodaro i Akinloye, 2018). Antioksidativnoj odbrani organizma doprinose i egzogeni
dijetarni antioksidanti, kao $to su vitamin C, vitamin E i vitamin A, kada se unose u ve¢im koli¢inama
(Schneider i sar., 2018).

Do akumulacije ROS u vaskularnom endotelu dolazi usled njihovog poveéanog stvaranja i/ili
smanjenog antioksidativnog kapaciteta (Leopold 1 Loscalzo, 2008).

Oksidacijom lipida LDL-a u podendotelskom prostoru ova cCestica postaje minimalno
modifikovana oxLDL (eng. oxidized LDL) 1 ona se moZe transportovati u cirkulaciju (Itabe 1 sar.,
2011; Brites i sar., 2017). Primenom imunoeseja se direktno meri oxLDL u cirkulaciji (Verhoye i
sar., 2009). Na osnovu meta-analize opservacionih studija pokazano je da su vrednosti oxLDL u
cirkulaciji pozitivno korelisane sa rizikom od nastanka KVB (Gao 1 sar, 2017).

Minimalno modifikovana oxLDL u podendotelskom prostoru stimuliSe endotelske ¢elije da
eksprimiraju adhezivne molekule (Lusis, 2010) i da stvaraju monocitni hemotakti¢ni protein-1 (eng.
monocyte chemotactic protein-1, MCP-1) i faktor stimulacije kolonija makrofaga (eng. macrophage
colony-stimulating factor, mCSF) (Slika 3). Usled toga dolazi do regrutacije monocita i njihove
diferencijacije u makrofage. Makrofagi promoviSu oksidaciju LDL-a (Maiolino 1 sar., 2013), koji
preuzimaju endocitozom kada je APO-B fragmentisan (Brites 1 sar., 2017). Akumulacijom lipida u
makrofagima nastaju penaste Celije. Brojne penaste ¢elije smeStene izmedu glatkih miSiénih Celija i
proteoglikana sloja tunica intima ¢ine masne pruge (Sakakura i sar., 2013). Masne pruge su lezije do
¢ije regresije moze do¢i pomo¢u HDL-a iz plazme (Badimon, 1990) koji transcitozom ulazi u
podendotelski prostor (Rohrl 1 Stangl, 2018), preuzima viSak slobodnog holesterola makrofaga 1
transportuje ga do jetre (Rohrl 1 Stangl, 2013).

Pod uticajem drugih faktora rizika za nastanak KVB, dolazi do progresije masnih pruga i
nastanka nereverzibilnih lezija, kao §to su patolosko zadebljanje intime i fibroaterom (Sakakura i sar.,
2013).
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Slika 3. Oksidacija LDL-a u sloju funica intima. Preuzeto i prilagodeno iz Leiva i saradnici (2015). ICAM:
intercelularni adhezivni molekul (eng. intercellular adhesion molecule); LOX-1: lektinu sli¢an receptor za oksidovani
LDL (eng. lectin-like oxidized LDL receptor-1); VCAM: vaskularni Celijski adhezivni molekul (eng. vascular cell
adhesion molecule).

1.1.5. Trigliceridi u cirkulaciji

Trigliceridi se u cirkulaciji nalaze u sklopu razliCitih lipoproteinskih cestica (Slika 2), a
najzastupljeniji su u hilomikronima i lipoproteinima veoma male gustine (eng. very-low-density
lipoprotein, VLDL) (Ginsberg, 1994).

Vrednosti triglicerida u plazmi ukazuju na zastupljenost lipoproteinskih Cestica koje sadrze
APO-B 1 mogu doprineti razvoju ateroskleroze. Koncentracije triglicerida do 1,7 mmol/L se povezuju
sa manjim rizikom od nastanka KVB, na osnovu izvestaja Evropskog kardioloSkog drustva i
Evropskog drustva za aterosklerozu (Mach 1 sar., 2020). Pokazano je da VLDL, bez prethodnog
podleganja oksidaciji, mogu da indukuju nastanak penastih ¢elija (Huff i sar., 1991; Evans i sar.,
1993; Gianturco i sar., 1982; Sacks 1 Breslow, 1987).

1.1.6. Masne kiseline fosfolipida

Masne kiseline se sastoje iz ugljovodoni¢nog lanca na ¢ijem se jednom kraju nalazi metil, a
na drugom karboksilna grupa. U tkivima zivotinja i biljaka su najzastupljenije one sa 16 i 18 atoma
ugljenika. Ukoliko izmedu ugljenikovih atoma ne postoje dvostruke veze, govorimo o zasi¢enim
masnim kiselinama. One koje izmedu ugljenikovih atoma imaju jednu dvostruku vezu nazivaju se
mononezasi¢ene masne kiseline, dok su one sa dve i viSe dvostrukih veza polinezasi¢ene masne
kiseline. Na osnovu pozicije prve dvostruke veze u odnosu na metil grupu, masne kiseline se mogu
podeliti u familije, kao $to su: n-3, n-6, n-7 i n-9 (Slika 4) (Lichtenstein i Jones, 2012; Schumann,
2012; Tvrzicka i sar., 2011).
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Slika 4. Strukturne formule odabranih zasi¢enih i nezasi¢enih masnih kiselina. Preuzeta i prilagodena iz Tvrzicka i
saradnici (2011).

Dvostruke veze mogu imati cis ili frans konfiguraciju, od koji je ¢eS¢a cis. Kod nje se atomi
vodonika nalaze sa iste strane dvostruke veze (Slika 5) (Schumann, 2012; Tvrzicka i sar., 2011).

H\ /H H\ [CH:] y-COOH
/C =C\ C "'C
CH;[CH,)« [CH,],»COOH CHs[CH 2): H
Cis izomer Trans 1izomer

Slika 5. Cis i trans konfiguracija dvostruke veze nezasi¢enih masnih kiselina. Preuzeta i prilagodena iz Cole i Eastoe
(2014).

Masnokiselinski ostaci su sastavne komponente fosfolipida (Lordan i sar., 2017; Watson,
2015). Glicerofosfolipidi se sastoje iz dva masnokiselinska lanca esterifikovana sa glicerolom, za koji
je vezana fosfatna grupa, koja je povezana sa reziduom (holinom, serinom, etanolaminom ili
inozitolom). U sastav lizofosfolipida ulazi jedan masnokiselinski lanac, a kod sfingolipida je prisutan
sfingozin umesto glicerola (Lordan i sar., 2017).

Fosfolipidni dvosloj &ini osnovu grade membrana Celija i organela. Celijske membrane
definiSu granice Celija (Goiii, 2014), selektivno su propustljive (Lordan i sar., 2017; Watson, 2015),
omogucavaju transport materija (N. Yang i Hinner, 2015), transdukciju signala (Groves 1 Kurian,
2010), adheziju i komunikaciju sa drugim ¢elijama (Cooper, 2000). Na sve ove funkcije znacajno
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utiCe balansirana zastupljenosti masnih kiselina razlicitih karakteristika u membrani (Ferreri 1 sar.,
2016; Lordan i sar., 2017).

Masnokiselinski profili membrana i lipoproteina plazme su slicni zbog njihove medusobne
neprestane razmene fosfolipida (Urban i sar., 2000; Tvrzicka i sar., 2011). Zastupljenost pojedinacnih
masnih kiselina u plazmi se povezuje sa rizikom za nastanak KVB (Matthan 1 sar., 2014; Q. Liu 1
sar., 2019; Khaw i sar., 2012).

1.1.6.1. Zasi¢ene 1 mononezasi¢ene masne kiseline

Palmitinska kiselina (16:0) je najzastupljenija masna kiselina u fosfolipidima plazme ljudi
(Tvrzicka 1 sar., 2011; Grabez 1 sar., 2020; Kojadinovi¢ i sar., 2017). Ona se nalazi u raznim
namirnicama, medu kojima su mleko i mle¢ni proizvodi (Markiewicz-Keszycka i sar., 2013; Barac i
sar., 2018), kao 1 industrijski proizvodi koji sadrze palmino ulje (Mancini i sar., 2015). Osim toga,
palmitinska kiselina nastaje de novo lipogenezom usled visokog unosa ugljenih hidrata (Sanders 1
Griffin, 2016; Song i sar., 2018), $to je pokazano i kod ¢oveka i kod glodara, a deSava se pretezno u
jetri i masnom tkivu (Song i sar., 2018; Bergen i Mersman, 2005; Aarsland i sar., 1997). Glukoza se
u citoplazmi konvertuje u piruvat, a on se transportuje u mitohondrije, gde se odvija ciklus
trikarbonskih kiselina u kom nastaje citrat, koji se transportuje u citoplazmu. Pod dejstvom ATP-
citrat liaze se oslobada acetil koenzim A, ¢ijom karboksilacijom nastaje malonil koenzim A. On se
delovanjem sintaze masnih kiselina konvertuje do palmitinske kiseline (Song i sar., 2018).

Elongacijom palmitinske kiseline nastaje stearinska kiselina (18:0), koja se desaturacijom
prevodi u oleinsku kiselinu (18:1n-9). Palmitinska kiselina moze biti desaturisana do palmitoleinske
kiseline (16:1n-7), ¢ijom elongacijom nastaje vakcenska kiselina (18:1n-7) (Marks i sar., 2013) (Slika
6). Sve one mogu biti unete i ishranom, razliitim namiricama, medu kojima su: kakao buter
(stearinska kiselina), maslinovo, leSnikovo, bademovo, kikiriki ulje (oleinska kiselina), makadamija
(palmitoleinska kiselina), japanska jabuka (vakcenska kiselina) (Naik i Kumar, 2014; Orsavova i sar.,
2015; Terruzzi i sar., 2018; Hu i sar., 2019; Shibahara i sar., 1987).

Povecana zastupljenost palmitinske 1 stearinske kiseline u fosfolipidima plazme je povezana
sa dislipidemijom (Zheng i sar., 2017a) i nastankom dijabetesa tipa 2 (L. Wang i sar., 2003). Pokazana
je pozitivna korelacija izmedu zastupljenosti palmitoleinske kiseline u fosfolipidima plazme 1 rizika
od poremecaja u radu srca, kao i1 odsustvo povezanosti vakcenske i oleinske kiseline sa ovom
dijagnozom (Djoussé 1 sar., 2012; Morin i sar., 2018).
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Slika 6. Sinteza zasi¢enih i mononezasi¢enih masnih kiselina. Preuzeta i prilagodena iz Marks i saradnici (2013).



1.1.6.2. Polinezasi¢ene masne kiseline

Sisari ne mogu da sintetiSu n-3 i n-6 polinezasi¢ene masne kiseline, zbog toga $§to nemaju
enzime delta-12 i delta-15 desaturazu (Arab, 2003; Saini i Keum, 2018). Pokazano je da nedostatak
linolne kiseline (18:2n-6) u ishrani dovodi do lezija bubrega pacova (Burr i Burr, 1930), a odsustvo
a-linolenske kiseline (18:3n-3) u fosfolipidima plazme do neuroloskih problema kod ¢oveka (Holman
i sar., 1982; Holman, 1998). One su esencijalne masne kiseline (Saini i Keum, 2018; Das, 2006;
Chilton i sar., 2014), koje se moraju uneti ishranom. U lanenom ulju je u velikoj koli¢ini zastupljena
a-linolenska kiselina (Bayrak i sar., 2010; Saini i Keum, 2018), a linolna u ulju semena grozda,
suncokreta 1 kukuruza (Garavaglia i sar., 2016; Carrillo i sar., 2017)

Veliki deo o-linolenske kiseline unete hranom podleze B-oksidaciji (Barcelo-Coblijn i
Murphy, 2009; Szefel i sar., 2015). Ona se ugraduje i u fosfolipide, kao i linolna kiselina (Tsukamoto
1 Sugavara, 2017), koja je veoma zastupljena u ovoj frakciji (Tvrzicka i sar., 2011). Ove masne
kiseline se mogu prevesti u druge duzeg lanca (Slika 7), u cemu ucestvuju enzimi: delta-5 desaturaza,
delta-6 desaturaza i elongaze (Saini i Keum, 2018). Desaturaze su eksprimirane u vise organa, sa
najve¢om aktivnoSc¢u u jetri (Glaser 1 sar., 2011). Brzinu metabolickog puta procesa elongacije i
desaturacije kod sisara odreduje delta-6 desaturaza (Saini i Keum, 2018; Lohner i sar., 2013), a njeni
kofaktori su: cink, magnezijum, vitamini B3 1 B6 (Das, 2006). Ona katalizuje konverziju linolne
kiseline u y-linolensku (18:3n-6), ¢ijom elongacijom nastaje dihomo-y-linolenska kiselina (20:3n-6).
Ona se prevodi u arahidonsku (20:4n-6) (Das, 2006; Saini i Keum, 2018), ¢ijom elongacijom nastaje
adrenska kiselina (22:4n-6) (Guijas, 2012) (Slika 7). One mogu biti unete i ishranom, na primer y-
linolenska kiselina je zastupljena u velikoj koli¢ini u crnoj ribizli (Lyashenko i sar., 2019), dok je
arahidonska kiselina prisutna u hrani animalnog porekla, kao $to su jaja (Kawashima, 2019; Koletzko
i sar., 2019; Chilton 1 sar., 2014). Isti enzimi ucestvuju i u metabolizmu n-3 polinezasi¢enih masnih
kiselina. Delovanjem delta-6 desaturaze od a-linolenske kiseline nastaje stearidonska kiselina (18:4n-
3), ¢ijom elongacjom nastaje eikosatetraenska (20:4n-3), koja se desaturacijom konvertuje u
eikozapentaensku kiselinu (20:5n-3). Od nje nastaje dokozaheksaenska kiselina (22:6n-3)
delovanjem elongaze i delta-6 desaturaze, uz dodatni korak -oksidacije u peroksizomima (Barcelo-
Coblijn 1 Murphy, 2009; Saini i Keum, 2018) (Slika 7). Procenjeno je da se kod ljudi od 0,2 do 6%
a-linolenske kiseline prevodi u eikozapentaensku, a do 0,1% u dokozaheksaensku kiselinu
(Minihane, 2016; Burdge, 2006). One se unose 1 ishranom, a najzastupljenije su u ribama iz hladnih
mora, kao $to je losos (Rimm i sar., 2018; Saini i Keum, 2018; Chilton i sar., 2014).

Istrazivanja na pacovima su pokazala da testosteron smanjuje aktivnost delta-5 1 delta-6
desaturaze, a da estradiol povecava ekspresiju delta-6 desaturaze (Marra i de Alaniz, 1989; Kitson i
sar., 2013). Meta-analiza humanih studija je pokazala da su arahidonska i1 dokozaheksaenska kiselina
zastupljenije u fosfolipidima plazme Zena nego muskaraca (Lohner i sar., 2013). Ove masne kiseline
su veoma vazne za razvoj fetusa i novorodenceta (Hadley 1 sar., 2016; Koletzko 1 sar., 2019).

Dihomo-y-linolenska, arahidonska, eikozapentaenska, dokozaheksaenska i adrenska kiselina
su prekursori za signalne molekule. Eikozanoidi nastaju delovanjem ciklooksigenaze, lipooksigenaze
i/ili P450 epoksigenaze na masne kiseline duZzine 20 ugljenikovih atoma koje su oslobodene
hidrolizom fosfolipida ¢elijske membrane delovanjem fosfolipaze A2 (Gomes 1 sar., 2018). Ovu
grupu metabolita ¢ine: prostaglandini, prostaciklini, tromboksani i leukotrieni (Schumann, 2012). Od
dihomo-y-linolenske kiseline nastaju prostaglandini serije-1 1 tromboksani koji imaju
antiinflamatorni, antiagregacijski i vazodilatatorni efekat (Kwon i sar., 2020). Vec¢ina eikozanoida
nastalih od arahidonske kiseline su proinflamatorni, dok vec¢ina onih izvedenih od eikozapentaenske
kiseline ima slabije proinflamatorno dejstvo (Calder, 2010). Resolvini, protektini i maresini nastali
od eikozapentaenske 1 dokozaheksaenske kiseline imaju znac¢ajnu ulogu u imunom odgovoru (Kwon
i sar., 2020). Adrenska kiselina je prekursor vazodilatatornih metabolita (Kopf'i sar., 2009;Y1 i sar.,
2007).
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Slika 7. Metabolizam n-3 i n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina. Preuzeta i prilagodena iz van Valenberg i saradnici
(2013).
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Veca procentualna zastupljenost eikozapentaenske 1 dokozaheksaenske kiseline u
fosfolipidima plazme je asocirana sa smanjenim rizikom od nastanka KVB, na osnovu Multi-etnicke
studije o aterosklerozi (de Oliveira i sar., 2013). Kod ispitanika ove studije je pokazana i pozitivna
povezanost vrednosti BMI-a sa zastupljenos¢u n-6, a inverzna sa n-3 masnim kiselinama (Hastert i
sar., 2018). Pokazano je da je rigidnost arterija u pozitivnoj korelaciji sa ukupnim n-6 masnim
kiselinama, pogotovo linolnom kiselinom, a u negativhoj sa ukupnim n-3 polinezasi¢enim
kiselinama, posebno eikozapentaenskom i dokozaheksaenskom, u fosfolipidima plazme/seruma
(Reinders, 2015; Lee i sar., 2016).

1.1.6.2.1. Varijante gena FADS i polinezasi¢ene masne kiseline

Geni desaturaze masnih kiselina 1 1 2 (eng. fatty acid desaturase, FADSI 1 FADS?2) kodiraju
delta-5 i delta-6 desaturazu, redom (Buckley i sar., 2017; Koletzko i sar., 2019). U brojnim studijama
je pokazano da postoji povezanost varijanti gena FADS sa aktivno$¢u desaturaza i zastupljenoscu
pojedinacnih polinezasi¢enih masnih kiselina u plazmi i tkivima (Schaeffer i sar., 2006; Xie i Innis
2008; Molto-Puigmarti i sar., 2010; Lattka i sar., 2011; Koletzko i sar., 2011). Bokor i saradnici
(2010) su utvrdili da postoji povezanost redih alela varijante rs174616 gena FADS2 sa smanjenom
zastupljenoS¢u arahidonske kiseline, kao 1 ve¢im udelom linolne kiseline u fosfolipidima seruma.
Sli¢no tome, nosioci redih alela nekoliko varijanti, kao §to su rs174593 1 rs174576, su imali manju
aktivnost desaturaza i manje zastupljene y-linolensku, arahidonsku i eikozapentaensku kiselinu u
ukupnim lipidima plazme (Merino i sar., 2011). He 1 saradnici (2018) su zabeleZili da je aktivnosti
delta-5 desaturaze u metabolizmu n-6 masnih kiselina povec¢ana kod homozigota za ceSce alele
varijante rs174570 gena FADS2. Autori su na osnovu toga zakljucili da nosioci ovih alela treba da
unose ishranom vise a-linolenske nego linolne kiseline, kako bi se smanjila koli¢ina arahidonske
kiseline koja nastaje desaturacijom i elongacijom linolne kiseline. Sli¢no tome, Porenta 1 saradnici
(2013) su pokazali da homozigoti za ¢eSce alele Cetiri varijante gena FADS1/2 imaju viSe arahidonske
kiseline u mukozi kolona, ali da se mediteranskom ishranom ta koncentracija smanjuje. Potrebne su
1 druge studije, kako bi se, na osnovu genotipa, mogli kreirati saveti za ishranu (Koletzko 1 sar., 2019;
Minihane, 2016)
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1.2. Dijetarni unos voca i povréa u prevenciji kardiovaskularnih bolesti

Evropsko kardioloSko udruZzenje preporucuje svakodnevni unos voca i povréa, kao deo
ishrane koja doprinosi prevenciji KVB (Piepolii sar., 2016), §to potvrduje meta-analiza prospektivnih
studija (Aune i sar., 2017). Voce 1 povrée sadrzi vitamine, minerale, vlakna (Alissa i Ferns, 2017) 1
polifenolna jedinjenja (Fraga i sar., 2019).

Dijetarni unos vitamina C, karotenoida i a-tokoferola je povezan sa smanjenim rizikom od
nastanka kardiovaskularnih oboljenja (Aune i sar., 2018).

Unos kalijuma, kalcijuma 1 magnezijuma je pokazao efekte na smanjenje hipertenzije
(Houston i Harper, 2008). D'Elia i saradnici (2012) su na osnovu meta-analize prospektivnih studija
zakljucili da unos hrane koja sadrzi kalijum moze biti koris¢en u prevenciji KVB.

Na osnovu meta-analize prospektivnih studija dijetarni unos vlakana je inverzno povezan sa
rizikom od smrti izazvane oboljenjima srca i krvnih sudova (Kim 1 Je, 2016).

1.2.1. Efekti polifenola na faktore rizika za nastanak kardiovaskularnih bolesti

Polifenoli su sekundarni metaboliti biljaka, koji ih Stite od UV zra€enja 1 patogena (Pandey i
Rizvi, 2009; Manach i sar., 2004), a uticu i na boju (Khoo 1i sar., 2017) 1 ukus namirnica biljnog
porekla (Soares i sar., 2017; Soares i sar., 2018). Oni se na osnovu strukture mogu svrstati u: lignane,
fenolne kiseline, flavonoide i stilbene (Fraga i sar., 2019; Pandey i Rizvi, 2009; Manach i sar., 2004;
Lipinski 1 sar., 2017) (Slika 8). Najbrojniji su flavonoidi, koji obuhvataju: antocijane, izoflavone,
flavanone, flavonole, flavone i flavanole (Lipinski i sar., 2017) (Slika 8).

Na osnovu prospektivnih studija (X. Wang i sar., 2014; McCullough i sar., 2012) utvrdeno je
da je povecan dijetarni unos flavonoida povezan sa smanjenim rizikom od nastanka KVB i smrti
usled ovih oboljenja. Opservacione studije pokazale su da se prema uticaju na smanjenje rizika od
nastanka hipertenzije (Godos 1 sar., 2019) i infarkta miokarda (Cassidy 1 sar., 2013), medu
flavonoidima izdvajaju antocijani. Oni su zastupljeni u crvenom i ljubicastom vocu, kao §to su: crna
ribizla, kupina, malina, treSnja, jagoda 1 aronija (Lipinski i sar., 2017).

Pored opseznih studija, i dalje ne postoji saglasnost oko koli¢ine antocijana i drugih polifenola
neophodnih za ostvarivanje pozitivnog efekta na rad kardiovaskularnog sistema (Williamson, 2017;
Fairlie-Jones i sar., 2017; L. Yang i sar., 2017). Osim toga, postoji interindividualna varijabilnost u
efektima polifenola na kardiometabolicke biomarkere. Medu faktorima koji doprinose ovoj
varijabilnosti su pol i polimorfizmi gena (Milenkovi¢ i sar., 2017).
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Slika 8. Polifenoli. Preuzeta i prilagodena iz Spencer i saradnici (2008).
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1.2.2. Sok od aronije

Aronija (lat. Aronia melanocarpa) (Slika 9) je biljka iz porodice ruza (Rosaceae), poreklom
iz Severne Amerike (Borowska i Brzoska., 2016; Jurikova i sar., 2017).

Plod aronije sadrzi najvecu koli¢inu polifenola, poredenjem sa drugim vocem (Pérez-Jiménez
isar., 2010; Tylewicz i sar., 2018). U ishrani se ¢eSce koristi sok od aronije nego svez plod (Jurikova
isar.,2017; Albuquerque isar., 2018). Dosadasnja istrazivanja su pokazala da 100 mL soka od aronije
sadrzi od oko 300 do 1109 mg polifenola, koji su izrazeni kao ekvivalenti galne kiseline (eng. galic
acid equivalent, GAE) (Toli¢ 1 sar., 2015; Toli¢ i sar., 2017). U ovom soku se nalaze i vitamini,
minerali, organske kiseline 1 ugljeni hidrati (Kardum 1 sar., 2017).

Slika 9. Plod i listovi biljke aronije. Autor dr Marija Takic.

Rezultati studija koje su ispitivale efekte soka od aronije na faktore rizika za KVB nisu
konzistentni. Pokazano je smanjenje povisenih vrednosti serumskih triglicerida (Skoczynska 1 sar.,
2007; Kardum i sar., 2015), ukupnog i LDL holesterola, glukoze (Skoczynska i sar., 2007), ali i
odsustvo efekata na ove parametre (Loo 1 sar., 2016). Unos soka od aronije je doveo i do povecanja
procentualne zastupljenosti ukupnih n-3 masnih kiselina u fosfolipidima eritrocita (Kardum 1 sar.,
2014a; Kardum 1 sar., 2014b), ali i do smanjenja udela a-linolenske kiseline u fosfolipidima plazme
(Petrovi€ i sar., 2016). Ni u jednoj studiji nije ispitivan uporedni uticaj razlicitih koli¢ina polifenola
soka, a vecina nije bila placebo kontrolisana (Kardum i sar., 2014a; Kardum i sar., 2014b; Kardum i
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sar., 2015; Skoczyiiska 1 sar., 2007). Upotreba odgovarajuceg placeba je neophodna za procenu
doprinosa odredenih komponenti, kao $to su polifenoli (Kardum i sar., 2017).

Uticaj aronije je ispitivan i na pacovima. Pokazani su antioksidativni (Kujawska i sar., 2011;
Francik i sar., 2014; Valcheva-Kuzmanova i sar., 2005), kao i antihiperlipidemicni i hipoglikemijski
efekti (Valcheva-Kuzmanova i sar., 2007a; Valcheva-Kuzmanova i sar., 2007b), ali nije analizirano
dejstvo soka od aronije na masnokiselinski profil ovih zivotinja.
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2. CILJEVI DOKTORSKE DISERTACIJE

Humane interventne studije su pokazale da unos vo¢nih sokova moze da uti¢e pozitivno na
faktore rizika za KVB (Zheng i sar., 2017b). Ipak, i dalje se ne zna dovoljno o doprinosu pojedinacnih
komponenti, kao §to su polifenoli. Njihovo dejstvo zavisi od razlicitih faktora, medu kojima su uneta
koli¢ina polifenola (Giglio i sar., 2018), ali 1 od karakteristika samih ispitanika, kao Sto su pol 1
geneticka osnova (Milenkovi¢ i sar., 2017).

Cilj ove doktorske disertacije je bio da se ispitaju efekti unosa dve koliCine polifenola soka
od aronije na:

1. telesnu masu, koncentraciju glukoze, triglicerida, ukupnog, LDL 1 HDL holesterola u plazmi
pacova Wistar soja;

2. masnokiselinski profil fosfolipida plazme i jetre pacova Wistar soja;

3. vrednosti SBP i DBP, BMI, obima struka, glukoze, triglicerida, ukupnog, LDL i HDL
holesterola u serumu ispitanika, kod kojih je bar jedan od navedenih parametara bio povisen,
zbog ¢ega su bili pod rizikom od nastanka KVB;

4. vrednosti oxLDL-a u serumu ispitanika humane studije;

5. masnokiselinski profil fosfolipida plazme svih ispitanika humane studije, zatim u odnosu na
pol i varijante rs174576, rs174593 1 rs174616 gena FADS?.
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3. MATERIJAL I METODE

3.1. Sastav soka od aronije 1 placeba
U animalnoj i humanoj studiji su koris$c¢eni:

1) sok od aronije;
2) placebo bez polifenola;
3) sok od aronije razblazen placebom.

Sok od aronije je obezbedila kompanija Nutrika iz Beograda, bio je registrovan kao dijetetski
suplement dostupan u prodaji. Informacije o sastavu ovog soka (osim ukupnih polifenola) i placeba
su pokazali Kardum i saradnici (2017) (Tabela 2).

Tabela 2. Sastav placeba i soka od aronije (bez polifenola).

Komponenta Koli¢ina na 100 mL

Ugljeni hidrati

Glukoza (g) 4,5
Fruktoza (g) 2,8
Sorbitol (g) 5
Limunska kiselina, g 0,121
Minerali

K (g 0,22
Ca (mg) 15,2
Mg (mg) 13,9
Na (mg) 3,0
Vitamini

C (mg) 2,92
Bl (ng) 38,1
B2 (ng) 70,8
B3 (ng) 39,4
B6 (ng) 44,2

Preuzeto i prilagodeno iz Kardum i saradnici (2017).

Placebo se sastojao od vode u koju su dodati komercijalno nabavljeni: ugljeni hidrati (glukoza,
fruktoza, sorbitol), limunska kiselina, minerali (K, Ca, Mg, Na) i vitamini (C, B1, B2, B3, B6), u
istim koli¢inama u kojima su bili prisutni u soku od aronije. Placebo je sadrzao i veStacke boje
(“yagoda crvenu” 30,0 mg/100 mL 1 “briljantno crnu” 10,0 mg/100 mL) i ukus (“borovnicu” 0,10
mL/100 mL) u koli¢inama dozvoljenim pravilnikom Evropske Unije (broj 94/36/EC) (Kardum i sar.,
2017).

3.1.1. Odredivanje koli¢ine ukupnih polifenola soka od aronije

Koli¢ina polifenola soka od aronije je izmerena spektrofotometrijski na osnovu reakcije sa
Folin-Ciocalteu reagensom (meSavinom fosfomolibdenske i fosfotungisti¢ne kiseline). Ova metoda
se zasnivala na oksidaciji polifenola i redukciji jona metala (Agbor i sar., 2014). Intenzitet reakcije
zavisio je od dostupnosti hidroksilnih grupa polifenolnih jedinjenja. Galna kiselina se zbog svoje
strukture koristila kao referentna supstanca (Kamboj, 2015).

Pripremljena su razblaZenja galne kiseline destilovanom vodom (0 — 600 pg/mL). Sok od
aronije je takode bio razblazen destilovanom vodom. U 125 pL radnog rastvora soka bilo je dodato
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500 pL destilovane vode i 125 pL Folin-Ciocalteu reagensa. Slepa proba je pripremljena dodavanjem
125 pL destilovane vode umesto rastvora soka.

Posle 6 minuta bilo je dodato 125 pL natrijum-karbonata (70 g/L) i 750 uL vode, nakon cega
je usledila inkubacija u trajanju od 90 minuta, u mraku, na sobnoj temperaturi.

Apsorbanca je merena na 760 nm, prvo za slepu probu. Na osnovu vrednosti apsorpcije
reakcionih proizvoda razblaZenja galne kiseline konstruisana je standardna kriva (y = 0,0038x +
0,070, R? = 0,995), prema kojoj je odredena koli¢ina polifenola u soku nakon merenja apsorbance
reakcionih proizvoda radnih rastvora soka. Ista procedura je primenjena za placebo i sok od aronije
razblazen placebom.

3.1.2. Odredivanje koli¢ine ukupnih antocijana u soku od aronije

Koli¢ina antocijana je odredivana pH diferencijalnom metodom, koja se zasnivala na ¢injenici
da se struktura i obojenost monomera antocijana menja u zavisnosti od pH vrednosti (na pH 1 su
obojeni, a na pH 4,5 su bez boje). Koncentracija pigmenta je bila proporcionalna razlici u apsorpciji
na 520 nm dve pH vrednosti, a izrazavana kao ekvivalent cijanidin glukozida (eng. cyanidin glycoside
equivalent, CGE), zato §to je to najzastupljeniji antocijan u prirodi (Lee, 2005). Dodatno, merena je
apsorbanca i na 700 nm, kako bi se otklonio Sum.

Kalijum-hlorid (0,025 M) je pravljen meSanjem 0,93 g bezvodnog kalijum-hlorida i 440 mL
destilovane vode. Zatim je dodavana koncentrovana hlorovodoni¢na kiselina dok nije postignuta pH
1. Smesa je bila preneta u stakleni sud, u koji je dodavana voda do 500 mL.

Natrijum-acetat (0,4 M) je pravljen meSanjem 16,4 g bezvodnog natrijum-acetata i 430 mL
vode. U smeSu je dodavana koncentrovana hlorovodoni¢na kiselina dok nije postignuta pH od 4,5,
nakon Cega je preneta u normalan sud i dopunjena vodom do 500 mL.

Napravljena su razblazenja sokova u obe smeSe. Rastvori su upotrebljeni za merenje
apsorbance na 520 nm 1 700 nm koriS¢enjem spektrofotometra.

Ukupna koli¢ina antocijana je racunata formulom:

A X MW x DF x 103
e Xb

u kojoj je:

A = (As200m — A7000m)pH 1 — (As200m — A7000m)pH 4,5;

MW = molekularna teZina (eng. molecular weight) cijanidin-3-glukozida (449,2 g/mol);
DF = faktor razblazenja (eng. dilution factor);

10° = faktor konverzije iz g u mg;

€ = molarni ekstincioni koeficijent cijanidin-3-glukozida (26900 L/mol/cm);

b = duzina opti¢kog puta (1 cm).

Ista procedura je primenjivana za placebo 1 sok od aronije razblazen placebom.
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3.2. Animalna studija

3.2.1. Eksperimentalne Zivotinje i dizajn studije

Animalna studija je sprovedena na Institutu za BioloSka istrazivanja “SiniSa Stankovi¢”, u
skladu sa Direktivom 2010/63/EU o zastiti zivotinja koje se koriste u naucne svrhe. Eticki komitet
Instituta za Bioloska istrazivanja “SiniSa Stankovi¢” je dao odobrenje za sprovodenje studije (broj
odobrenja: 01-758).

Kori$¢eni su muzjaci pacova Wistar soja, starosti Cetiri meseca i telesne mase 380 — 440 g. U
svakom kavezu je bilo po Cetiri pacova, temperatura je bila 23 - 25 °C, a rezim osvetljenja po 12 sati
svetla 1 12 sati mraka. Studija je trajala pet nedelja. Svaka grupa, od po osam Zivotinja, je imala
neometan, ad libitum, pristup te€nosti ¢ijih je 80% ¢inila voda, a 20% jednog od sledecih: 1) soka od
aronije; 2) placeba; 3) soka pripremljenog mesanjem soka od aronije i placeba. Na kraju svakog dana
je merena koli¢ina popijene tecnosti svake grupe. Na kraju svake nedelje je raCunata prosecna
koli¢ina popijene te¢nosti svake grupe i izrazavana u mL po pacovu po danu. Na osnovu toga je

procenjivana prosec¢na dnevna koli¢ina unetih polifenola po grupama.

Briketi (Veterinarski zavod, Subotica) su bili dostupni ad libitum. Sadrzali su: 20% proteina,
40% ugljenih hidrata, 5% masti (18,91% zasi¢enih, 29,24% mononezasi¢enih 1 52,9%
polinezasi¢enih masnih kiselina), 8% vlakana, vitamine i minerale. Koli¢ina pojedenih briketa je
merena tri puta nedeljno. Na kraju svake nedelje je raunata prosecna koli¢ina pojedenih briketa
svake grupe i izrazavana u gramima po pacovu po danu.

Telesna masa pacova je merena na svakih sedam dana tokom pet nedelja studije, koriS¢enjem
laboratorijske vage.

3.2.2. Uzimanje uzoraka krvi i tkiva jetre Zivotinja i biohemijske analize

Krv je uzorkovana iz abdominalne aorte, kardiopunkcijom, u epruvetama sa natrijum-citratom
(3,8%, v/v), kao antikoagulansom. Krv je centrifugirana na 2500 rpm, tokom 5 minuta, kako bi se
izdvojila plazma od eritrocita. Deo plazme je upotrebljavan za merenje koncentracije: glukoze,
ukupnog holesterola, LDL holesterola, HDL holesterola, 1 triglicerida standardnim laboratorijskim
kitovima na biohemijskom analizatoru Cobas c-111 (Roche, Basel, Switzerland).

Po 500 pL plazme je odvajano u epruvete i cuvano na -80 °C za dalje analize masnih kiselina.
Izolovano tkivo jetre je cuvano na -80 °C do analize masnih kiselina fosfolipida.

3.2.3. Odredivanje masnokiselinskog profila fosfolipida Zivotinja

3.2.3.1. Izolacija ukupnih lipida plazme

Ukupni lipidi plazme su izolovani primenom modifikovane metode po Folch-u i saradnicima
(1957). U 500 pL plazme je dodavano 4,5 mL meSavine holoroform-metanola (2:1, v/v) sa
antioksidantom 2,6-bi-tercbutil-hidroksi-toluenom (BHT).

Inkubirani su tokom 3 sata na +4 °C uz povremeno vorteksovanje. Zatim su centrifugirani 15
minuta na 3000 rcf, nakon ¢ega su se izdvojila dva sloja. Lipidi su bili u donjem sloju koji je izvucen
pipetom i prebacen u epruvete, u kojima je inkubiran tokom no¢i na -20 °C. Sutradan su uzorci
uparavani do suva na vakuum uparivacu. U njih je dodavano 300 mL hloroform-metanola (2:1, v/v),
nakon ¢ega su bili spremni za razdvajanje klasa lipida tankoslojnom hromatografijom.

20



3.2.3.2. Izolacija ukupnih lipida jetre

Za izolaciju ukupnih lipida jetre je primenjivana modifikovana metoda po Folch-u (1957).
Tkivo jetre (1 g) je homogenizovano, uz dodatak 10 mL hloroform-metanola (2:1, v/v) sa BHT-om.
Uzorci su inkubirani na -20 °C tokom no¢i. Potom su filtrirani, a u svaki je tri puta dodavan
hloroform-metanol (prva dva puta po 10 mL, a tre¢i put 5 mL). Zatim je vrSeno uparavanje
koris¢enjem vakuum uparivaca, na temperaturi od +50 °C, nakon ¢ega su uzorci resuspendovani u 10
mL hloroform-metanola i 2 mL destilovane vode, pa inkubirani na -20 °C tokom no¢i. Sutradan su
centrifugirani 15 minuta na 3000 rcf, nakon ¢ega su se izdvojile dve faze, od kojih je gornja izvlacena
pipetom 1 odbacivana. Nakon toga je dodavano 1,5 mL destilovane vode, a uzorci su centrifugirani
tokom 15 minuta na 3000 rcf. Izdvojila su se dva sloja, od kojih je donji predstavljao Cist lipidni
ekstrakt, a gornji je odbacivan. Tokom no¢i su uzorci inkubirani na +4 °C. Slede¢eg dana su uparavani
do suva, korisS¢enjem vakuum upariva¢a. U uzorke je sukcesivno dodavano po 2 mL metanol-
benzena, aceton-benzena i etanol-benzena (1:1, v/v). Nakon svakog dodavanja sledilo je uparavanje.
Uzorci su inkubirani tokom no¢i na +4 °C. Sutradan je u svaki uzorak dodavano po 4 mL hloroforma,
pa su uparavani do suvih ekstrakata, u koje je dodavano po 250 pL heksana, nakon ¢ega su bili
spremni za razdvajanje klasa lipida primenom tankoslojne hromatografije.

3.2.3.3. Razdvajanje klasa lipida tankoslojnom hromatografijom

Pravljena je meSavina silika gela i vode, koja je nanosena u tankom sloju (0,5 mm) na staklene
ploce (dimenzije: 20 cm x 20 cm). Pre nanoSenja uzoraka, one su stavljene u termostat na +110 °C
tokom 1 sata, da bi se aktivirale.

Uzorci su nanoSeni na plocu kap po kap u vidu linije duzine oko 4 cm, na rastojanju 2 cm od
donje ivice ploc¢e, sa razmakom od 0,5 cm izmedu dva uzorka. Plo¢a je postavljana u razvija¢, smesu
petroletra, dietiletra i glacijalne sir¢etne kiseline (87:12:1, v/v/v), u staklenoj kadici. Razdvajanje je
trajalo 45 minuta. Ispod UV lampe su identifikovane frakcije (Slika 10), od kojih je fosfolipidna bila
najbliza donjoj ivici ploc¢e (Rf vrednost = 0).

Estri holesterola

|

Trigliceridi

Holesteroli _
Digliceridi AEE—
Fosfolipidi LN

Slika 10. Frakcije lipida razdvojene tankoslojnom hromatografijom.

3.2.3.4. Metilacija masnih kiselina fosfolipida plazme i jetre zivotinja

Frakcija fosfolipida je sastrugana sa ploce koriS¢enjem Spatule, a da bi se fosfolipidi skinuli
sa silika gela dodavano je 1,5 mL heksana. Proces transesterifikacije masnih kiselina fosfolipida je
zapocinjan dodavanjem 0,2 mL natrijum-hidroksida (2 mol/L) u metanolu. Uzorci su inkubirani u
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termostatu (+85 °C) tokom 1 sata. Nakon hladenja do sobne temperature, dodavano je po 0,2
sumporne kiseline (1 mol/L) u metanolu i uzorci su ponovo inkubirani na +85 °C tokom 2 sata. Posle
hladenja do sobne temperature uzorci su centrifugirani na 3000 rcf tokom 15 minuta. Izdvojeni donji
sloj je uparavan do suva u struji azota. Uzorci su ¢uvani na -20 °C do analize gasno-teCnom
hromatografijom.

3.2.3.5. Analiza metil-estara masnih kiselina gasno-tecnom hromatografijom

Uzorci metil-estara masnih kiselina su rastvoreni u 10 pL heksana, a potom je po 1 uL
injektovano za analizu na kapilarnoj koloni Rtx 2330 (dimenzije: 60 m % 0.25 mm x 0.2 um) (Restek
Co, Bellefonte, PA, USA) gasnog hromatografa (Shimadzu chromatograph GC 2014, Tokyo, Japan).
Temperatura injekcionog dela je bila podeSavana na +220 °C. Temperatura detektora je bila +260 °C.
Protok gasova za plameno-jonizacioni detektor, vazduha i vodonika, je bio 320 mL/min i 30 mL/min,
redom; a noseceg gasa helijuma 5 mL/min.

Temperaturni program kolone je bio sledeé¢i: +140 °C tokom 5 minuta, potom rast po +3
°C/min do +220 °C, koja je odrzavana 20 minuta.

Poredenjem sa standardima (PUFA-2, Supelco, Bellefonte, PA, USA 137 FAMEs mix, Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, USA) detektovani su metil-estri slede¢ih masnih kiselina: palmitinske,
stearinske, palmitoleinske, oleinske, vakcenske, linolne, dihomo-y-linolenske, arahidonske,
adrenske, eikozapentaenske, dokozapentaenske i dokozaheksaenske kiseline.

Zastupljenost svake masne kiseline je predstavljena kao procenat od ukupno detektovanih
masnih kiselina.

Omega-3-indeks je bio izracunat kao zbir udela eikozapentaenske i dokozaheksaenske
kiseline. Aktivnost delta-5 desaturaze je procenjivana kao koli¢nik arahidonske/dihomo-y-linolenske
kiseline, a aktivnost delta-6 desaturaze kao kolicnik dihomo-y-linolenske/linolne kiseline.

3.2.4. Statisticka obrada podataka animalne studije

Podaci su statisticki analizirani koriiéenjem SPSS softvera (Cikago, Ilinois). Normalna
raspodela podataka je proverena Shapiro-Wilk testom. Rezultati su izraZeni kao srednja vrednost +
standardna devijacija. Razlike izmedu tri grupe na kraju studije su analizirane jednosmernom
analizom varijanse prac¢ene post hoc Tuckey testom. Kao statisticki znacajne razlike smatrane su one
¢ija je p vrednost bila manja od 0,05.
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3.3. Humana studija

3.3.1. Ispitanici i dizajn humane studije

Studija je bila randomizovana, paralelnog dizajna, placebo kontrolisana, duplo slepa (eng.
double blinded) u trajanju od Cetiri nedelje. Protokol je bio u skladu sa HelsinSkom deklaracijom
(1975) 1 odobren od strane Etickog komiteta Klini¢ko bolni¢kog centra u Zemunu (broj odobrenja:
2125, 2013). Svi ispitanici su potpisali Informisani pristanak nakon usmene i pismene informisanosti
o detaljima studijskog ispitivanja.

Kriterijumi za uklju¢ivanje u studiju su bili prisustvo najmanje jednog od sledec¢ih faktora
rizika za nastanak KVB: povisene vrednosti BMI-a (> 25 kg/m?), obima struka (> 80 cm za Zene, >
94 cm za muskarce), SBP/DBP (> 120/80 mm Hg), serumske glukoze nakon 8 - 12 Casova bez
uzimanja hrane (> 5,5 mmol/L), triglicerida (> 1,7 mmol/L), ukupnog holesterola (> 5,0 mmo/L),
LDL holesterola (> 2,6 mmol/L) i HDL holesterola (< 1 mmol/L za muskarce i < 1,2 mmol/L za
zene).

Kriterijumi na osnovu kojih su potencijalni ucesnici u studiji isklju¢ivani su bili:
dijagnostikovana KVB, dijabetes tip 2, tumor, astma, bolesti gastrointestinalnog trakta, alergija na
bobicasto voce, upotreba duvana, veoma nizak krvni pritisak (< 90/50 mm Hg), trudnoca, laktacija,
doniranje krvi 16 nedelja pre pocetka studije, paralelno ucestvovanje u jos nekoj klinickoj studiji.

Ispitanici su bili podeljeni u tri grupe, u okviru kojih su pili po 100 mL dnevno jednog od
slede¢ih napitaka:

1) soka od aronije (n = 27);

2) placeba (n = 29);

3) soka od aronije razblazenog placebom (n = 28).

Koli¢ina od 100 mL je odabrana na osnovu rezultata ispitivanja sprovedenih u nasoj
laboratoriji, koja su pokazala da nije bilo negativnih efekata na funkciju jetre, bubrega i reaktivnost
trombocita usled unosa 100 mL placeba dnevno tokom cetiri nedelje (Kardum 1 sar., 2017).

Ispitanicima je obja$njeno da tokom trajanja studije treba da nastave sa uobi¢ajenim stepenom
fizicke aktivnosti 1 na¢inom ishrane, ali 1 da ne jedu aroniju 1 sli¢no voce (jagode, maline, kupine 1
borovnice), kao 1 da ogranice unos maslinovog ulja, zelenog ¢aja i oraSastih plodova, koji sadrze
velike koli¢ine polifenola.

3.3.2. Procena dijetarnog unosa tokom trajanja studije

Dijetarni unos tokom studije je procenjivan na osnovu ankete o ucestalosti uzimanja pojedinih
namirnica (eng. food frequency questionaire, FFQ) 1 dva ponovljena 24-Casovna dijetarna upitnika.
Prilikom odgovaranja na ankete ishrane, kao pomoc¢no sredstvo je bio ponuden Atlas namirnica i
gotovih jela sa Balkanskog podrucja, sa Cetiri razliCite veli¢ine porcija, kako bi ispitanici preciznije
procenili koli¢inu unete hrane.

Pomocu softvera za procenu i planiranje ishrane (eng. diet assess and plan, DAP) (Gurinovi¢
i sar., 2018) su povezani podaci iz anketa sa informacijama o sastavu namirnica iz Srpske baze
podataka (Gurinovi¢ 1 sar., 2016) 1 tako je procenjivan ukupan energetski unos, a posebno unos
sledec¢ih nutrijenata: ugljenih hidrata, proteina, masti, kao i1 ukupnih zasi¢enih, mononezasicenih i
polinezasi¢enih masnih kiselina.

3.3.3. Merenje krvnog pritiska i antropometrijskih parametara

Elektriénim meracem pritiska (OMRON, HEM-907, Omron Healthcare) su mereni SBP 1
DBBP, tri puta, sa 2 minuta pauze izmedu svakog merenja. Telesna masa je merena koriS¢enjem vage
(TANITA Health Equipment H.K. Ltd) sa ta¢noS¢u od 0,1 kg. Ispitanici su stajali na sredini vage,
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bez cipela, imajuci na sebi jedan sloj odece. Za merenje visine je koriS¢en visinometar sa tacnoscu
od 0,5 cm. BMI je racunat kao koli¢nik telesne mase i kvadrata visine i izrazen u kg/m?. Obim struka
je meren u nivou pupka neelasticnom trakom za merenje, postavljenom horizontalno u odnosu na
pod.

3.3.4. Uzimanje uzoraka krvi i merenje biohemijskih parametara

Na pocetku i na kraju studije, krv je uzorkovana ujutru, pre dorucka (nakon 8 - 12 ¢asova bez
uzimanja hrane), u epruvete bez antikoagulansa (za biohemijske analize) i u epruvete sa
antikoagulansom etildiamintetrasir¢etnom kiselinom (eng. ethylenediaminetetraacetic acid, EDTA)
(za analize masnih kiselina fosfolipida i varijante gena FADS?2).

Serum i plazma su izdvajani centrifugiranjem na 2500 rpm tokom 5 minuta. Merene su
serumske koncentracije glukoze, ukupnog holesterola, LDL holesterola, HDL holesterola i
triglicerida, koriS¢enjem standardnih spektrofotometrijskih kitova (Roche, Basel, Switzerland),
prema uputstvu proizvodaca, na analizatoru za klinicku biohemiju (Cobas cl111, Roche, Basel,
Switzerland).

Ostatak seruma, plazma i puna krv su cuvani na -80 °C za ostale analize (oxLDL-a, masnih
kiselina i varijanti gena FADS?2).

3.3.5. Odredivanje vrednosti oxLDL-a

Vrednosti oxLLDL-a u serumu su odredivane ELISA testom (eng. enzyme linked
immunosorbent assay), prema uputstvima proizvodaca (Cell Biolabs Inc., San Diego, USA).
Mikrotitar ploca je bila oblozena anti-malonildialdehid antitelima za koja se vezivao oxLDL iz
uzoraka. Potom se za njega vezivalo biotinizovano APO-B antitelo, za koje se vezivao streptavidin
konjugovan sa enzimom, Ciji substrat je imao apsorbancu na 450 nm, koja je merena koris¢enjem
ELISA ¢itaca (Thermo Scientific Multiskan FC). Odredene vrednosti oxLDL uzoraka su izrazavane
ung/mkL.

3.3.6. Odredivanje masnokiselinskog profila fosfolipida plazme

Metode za analizu masnokiselinskog profila fosfolipida plazme ispitanika humane studije su
bile iste kao u animalnoj studiji, opisane u odeljcima 3.2.3.1.,3.2.3.3.,3.2.3.4.13.2.3.5. Ukupni lipidi
su izolovani smeSom rastvaraca hloroform:metanol (2:1, v/v) iz 500 pL plazme, potom je frakcija
fosfolipida izolovana tankoslojnom hromatografijom, a metil-estri masnih kiselina su analizirani
gasno-tecnom hromatografijom.

3.3.7. Genotipizacija varijanti gena FADS2

3.3.7.1. Izolacija DNK

Primenjivana je metoda po Kunkel-u i saradnicima (1977), koju karakteriSe visok prinos i
kvalitet izolovane DNK. U 3 — 5 mL pune krvi dodavano je 24 mL lizogenog rastvora (0,32 mol/L
saharoze, 10 mmol/L Tris-hlorovodoni¢ne kiseline (pH 7,5), 5 mmol/L magnezijum-hlorida, 1%
Triton X-100). Nakon toga je stavljano na led tokom 5 minuta, da bi doslo do degradacije ¢elijskih
membrana. Potom je dobijena smesSa bila centrifugirana na 800 rcf tokom 10 minuta, na temperaturi
od +4 °C. Supernatant je pazljivo odlivan, a talog resuspendovan dodavanjem 125 pL rastvora (0,024
mmol/L EDTA, pH 8,0 1 0,075 mmol/L natrijum-hlorida), a nakon toga je dodavano 62,5 uL 10%
natrijum dodecil sulfata (eng. sodium dodecy! sulfate, SDS), da bi membrane jedra bile razgradene.
Dodavano je i 50 puL proteinaze K (10 mg/mL), a potom je sledila inkubacija tokom 12 sati na +37
°C u vodenom kupatilu. Sutradan je u smeSu dodavano 0,5 mL ekvilibrisanog fenola (pH 7,8) i
izdvajana je gornja faza nakon centrifugiranja na 10800 rpm, tokom 19 minuta, na temperaturi od
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+18 °C. U nju je dodavano po 0,5 mL smeSe fenol:hloroform (1:1, v/v), pa je ponavljano
centrifugiranje pod istim uslovima. Izdvojenoj gornjoj fazi je dodavano po 0,5 mL smeSe
hloroform:izoamilalkohol (24:1, v/v), a zatim je centrifugirana (10800 rpm, 19 minuta, +18 °C). DNK
se uocavala u vidu koncaste strukture nakon dodavanja ledenog 96% etanola i 3 M natrijum-acetata
(pH 5,0) u izdvojenoj gornjoj fazi. Centrifugiranjem na 11900 rcf tokom 19 minuta na +4 °C, DNK
se stalozila na zidu mikroepruvete, isprana je u 70% etanola i rastvorena u 200 puL Tris-EDTA pufera
(pH 8,0), pa ¢uvana na +4 °C.

3.3.7.2. Odredivanje koncentracije i Cistoce izolovane DNK

Koncentracija 1 Cisto¢a izolovane DNK su procenjivane koriS¢enjem BioSpec-nano aparata
(Shimadzu Biotech, Kyoto, Japan). Merenje koncentracije (ng/uL) je bilo neophodno da bi se
napravila odgovarajuca razblazenja za efikasnu lan¢anu reakciju polimeraze u realnom vremenu (eng.
Real-Time Polymerase Chain Reaction, RT-PCR). Odnosi apsorbanci uzoraka na 260 nm i 280 nm
su bili u opsegu 1,8 — 2,0 ¢ime je pokazana zadovoljavajuca Cistoca.

3.3.7.3. Odabir varijanti gena FADS2

Varijante gena FADS2 rs174576, rs174593 1 rs174616 su odabrane pretragom literature, na
osnovu pokazane povezanosti sa udelima pojedina¢nih n-6 i/ili n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina
u fosfolpidima seruma i1 ukupnim lipidima plazme (Bokor i sar., 2010; Merino i sar., 2011; Roke 1
sar., 2013). One se nalaze u intronima (Tabela 3), a predstavljaju potencijalno funkcionalne varijante
na osnovu rezultata RegulomeDB baze podataka (http://www.regulomedb.org) (Boyle i sar., 2012).

Tabela 3. Karakteristike odabranih varijanti gena FADS?2.

Varijanta gena FADS2 Pozicija na hromozomu 11 Region gena Ceséi/redi alel
15174576 61836038 Intron C/A
rs174593 61851359 Intron T/C
rs174616 61861650 Intron G/A

Pozicije varijanti gena FADS?2 su preuzete iz baze podataka Nacionalnog Centra za Biotehnologiju (eng. National Center for Biotechnology, NCBI).
Informacije o alelima su preuzete iz projekta 1000 genoma (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).

3.3.7.4. Genotipizacija odabranih varijanti gena FADS2 metodom lancane reakcije polimeraze u
realnom vremenu

Varijante gena FADS? su genotipizirane koriS¢enjem Applied Biosystems 7500 Real-time
PCR sistema, kvalitativnom detekcijom, na osnovu podataka prikupljenih na kraju PCR reakcije. Za
detekciju svake od varijjanti koriS¢eni su komercijalni eseji TagMan, odnosno par amplimera
komplementarnih krajevima sekvence koja se umnoZzava, i par TagMan alel specificnih proba.
Sekvence proba su se medusobno razlikovale samo za jedan nukleotid, koji je kod jedne probe
komplementaran redem alelu, a kod druge probe ceS¢em alelu. Probe su se razlikovale i po
fluorescentnoj reporter boji kojom su obelezene na 5' kraju. Obe su na 3' kraju bile obeleZene bojom
priguSivacem (eng. quencher) koja sprecava emitovanje fluorescencije, Sto se naziva transfer
fluorescentne rezonantne energije. To je omoguceno zahvaljujuéi blizini dva kraja (Didenko, 2001;
Popa i sar., 2009). U fazi ekstenzije dolazilo je do presecanja probe 5’— 3’ egzonukleaznom
aktivnoS¢u Taq polimeraze (Slika 11) (Popa i sar., 2009).

Hibridizacija probe sa odgovaraju¢om sekvencom omogucavala je detekciju signala na kraju
reakcije. Homozigoti su se detektovali na osnovu intenziteta signala koji je poticao samo od jedne
fluorescentne boje, a na osnovu konkretne boje su se razlikovali homozigoti za redi i ¢es¢i alel.
Heterozigoti su se odredivali na osnovu fluorescentnog signala koji je poticao od obe boje,
podjednakog intenziteta.
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Za varijantu 15174576 gena FADS? je ciljna sekvenca bila:
ACTCCCGAAAAACCTGGTATAACTT[A/C]ITTTTTTCCTTCAAGTGAGAGCCTGT

Proba specifi¢na za redi alel (nukleotid A) je bila obeleZzena bojom VIC, a proba specifi¢na
za ¢esci alel (nukleotid C) je bila obelezena bojom FAM.

(a)
Reporter o
Taq polimeraza l Prigusivac
»
3° q_» TaqMan proba
5, 3,
(b) Aktivirani reporter
: ?‘;‘3:‘ Prigusivac
Taq polimeraza /
> —i
5° 3

Slika 11. Princip TagMan eseja. (a) TagMan proba je intaktna i prigusivac¢ sprecava emitovanje fluorescentnog signala
reportera. (b) Taq polimeraza je presekla TagMan probu i reporter emituje fluorescentni signal. Slika je preuzeta i
prilagodena iz Popa i saradnici (2009).

Za varijantu 15174593 gena FADS? je ciljna sekvenca bila:
GACATCTTCTCACCCCCGACACTTC[C/T]IGGAACGCTGGCTTTGGGGCAGGAGA

Proba specifi¢na za redi alel (nukleotid C) je bila obelezena bojom VIC, a ona za ¢es¢i alel
(nukleotid T) je bila obeleZzena bojom FAM.

Za varijantu 15174616 gena FADS? je ciljna sekvenca bila:
ACCTTGAAGGCCACCTTATTGGAAC[A/G]ITGAGGTCCTGCCCTCGGCCAATGTT

Proba specifi¢na za redi alel (nukleotid A) je bila obeleZzena bojom VIC, a ona za ¢e$¢i alel
(nukleotid G) bojom FAM.

Svaka varijanta gena FADS? je analizirana posebno. U prvom ciklusu je RT-PCR zabelezio
pocetnu fluorescenciju poreklom od komponenata reakcije pre amplifikacije, na temperaturi od +60
°C, tokom 1 minuta. Zatim je usledio ciklus inicijalne denaturacije na temperaturi od +95 °C tokom
10 minuta. U narednih 40 ciklusa je denaturacija trajala 0,25 minuta, na temperaturi od +95 °C. Potom
je usledila hibridizacija prajmera i proba, i elongacija, na temperaturi od +60 °C, tokom jednog
minuta. Na kraju je RT-PCR zabelezio fluorescencu nakon amplifikacije, oduzeo od nje pocetni nivo
fluorescence, a rezultati su detektovani koriS¢enjem softverskog programa SDS Software v1.4.0.

3.3.8. Statisticka analiza podataka humane studije

Podaci su analizirani kori$éenjem statistickog programa SPSS verzija 22.0 (Cikago,
[linois). Normalna raspodela podataka svake grupe je testirana Shapiro-Wilk testom. Rezultati su
izrazeni kao medijana i interkvartilni raspon. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis
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testom sa Mann-Whitney U testom. Promene vrednosti nakon intervencije u odnosu na pocetak
studije unutar svake grupe su analizirane Wilcoxon signed rank testom. Koeficijent varijabilnosti je
bio izracunat kao koli¢nik standardne devijacije i srednje vrednosti.

Ucestalosti alela i genotipova su odredene metodom prebrojavanja. Slaganje distribucije
genotipova ispitanika sa ocekivanim vrednostima po Hardy-Weinberg ravnotezi je ispitano
primenom Y2 testa. Za analizu interakcija genotipa i intervencije je primenjen generalni meSoviti
model sa ponovljenim merenjima (eng. general mixed model with repeated measures). Rezultati su
izrazeni kao srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti.

Prag statistiCke znacajnosti je bio postavljen na p < 0,05 u svim primenjenim analizama.
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4. REZULTATI

4.1. Koli¢ina ukupnih polifenola i antocijana u soku od aronije

Placebo je bio bez polifenola, a sok od aronije je sadrzao vise ukupnih polifenola i antocijana
nego razblazeni sok (Tabela 4).

Tabela 4. Sadrzaj polifenola i antocijana u sokovima koriS¢enim u animalnoj i humanoj studiji.

Sok od aronije RazblaZeni sok od aronije Placebo
Ukupni polifenoli (mg/100 mL GAE)* 1177,11 294,28 0
Ukupni antocijani (mg/100mL CGE) 113,3 28,3 0

4.2. Efekti polifenola soka od aronije na telesnu masu, biohemijske parametre 1
masnokiselinski profil u animalnoj studiji

4.2.1. Prosecan dnevni unos polifenola i hrane

Na slici 12b prikazan je prosecan dnevni unos te¢nosti za sve tri ispitivane grupe. Prosec¢an
dnevni unos polifenola je bio 557,22 mg u grupi koja je pila sok od aronije, odnosno 120,64 mg u
onoj koja je unosila sok od aronije razblazen placebom (Slika 12d). Nije bilo statisticki znacajnih
razlika prose¢nog unosa hrane izmedu tri grupe pacova (Slika 12c¢).

{a) {b)
500- Telesna masa 601
- AMJ - AMJ
- AW .- 1/4-AMJ
450- -4- PLB ’ -4- PLB
= 401
en S
400 5
ﬁ 30
350 T T T T T 1 20 T T T T T \
0 1 2 3 4 5 0 1 2 3 4 5
nedelje nedelje
{c) {d)
30- Unos hrane 600+ Dnevni unos polifenola
- AMJ
-m- 1/4-AMJ
5 25 -4 PLB 400-
z
o o0
g 2
£ 2 200
LN‘
] B
15 od

AMJ 114-AMJ

nedelje

Slika 12. (a) telesna masa; (b) tretman; (c) unos hrane; (d) dnevni unos polifenola. Vrednosti su predstavljene kao
srednja vrednost = standardna greska srednje vrednosti. AMJ: sok od aronije (lat. Aronia melanocarpa, eng. juice); 1/4-
AMLI: sok od aronije razblazen placebom; PLB: placebo.
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4.2.2. Efekti polifenola soka od aronije na telesnu masu i biohemijske parametre pacova

Telesna masa pacova nije se statisticki znacajno razlikovala izmedu pacova tri grupe, ni na
pocetku, ni tokom studije. Telesne mase su merene svakih sedam dana studije (Slika 12a).

Koncentracije lipida i glukoze u plazmi na kraju studije su prikazane u Tabeli 5. Vrednosti
LDL holesterola su bile manje u grupi pacova koji su pili sok od aronije u odnosu na one koji su
unosili placebo (p < 0,05) 1 sok od aronije razblazen placebom (p < 0,05).

Tabela 5. Vrednosti glukoze, holesterola i triglicerida pacova tri grupe na kraju studije.

Placebo RazblaZeni sok Sok od aronije

(n=298) od aronije (n =8) (n=238)
Ukupni holesterol (mmol/L) 0,91 +0,09 1,05+0,10 0,96 £0,17
Glukoza (mmol/L) 8,94 + 1,35 9,61 3,62 731+1,27
HDL holesterol (mmol/L) 0,78 + 0,08 0,72 £ 0,09 0,70 £ 0,10
LDL holesterol (mmol/L) 0,12+ 0,03 0,14 + 0,04 0,09 +0,03'?
Trigliceridi (mmol/L) 0,72 +0,14 0,96 £ 0,16 0,99 + 0,44

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija. Razlike izmedu grupa su procenjene jednosmernom analizom varijanse : 'p < 0,05
poredenjem sa placebo grupom; %p < 0,05 poredenjem sa grupom koja je pila sok od aronije razblazen placebom.

4.2.3. Efekti polifenola soka od aronije na masnokiselinski profil fosfolipida plazme 1 jetre
pacova

Poredenjem sa grupom koja je pila placebo, udeli vakcenske kiseline i ukupnih
mononezasi¢enih masnih kiselina plazme su bili ve¢i u grupi koja je unosila sok od aronije (p = 0,003,
p = 0,017, redom) i u grupi koja je pila sok od aronije razblazen placebom (p = 0,039, p = 0,042,
redom) (Tabela 6). Nije bilo razlike izmedu grupa u procenjenim aktivnostima desaturaza.

Tabela 6. Masnokiselinski profil fosfolipida plazme pacova tri grupe na kraju studije.

Placebo Sok od aronije RazblazZeni sok
(n=28) (n=38) od aronije (n =8)

Palmitinska kiselina, 16:0 24,57+ 0,76 2425+ 1,45 23,38+ 1,49
Stearinska kiselina, 18:0 22,06 + 0,82 21,56 + 1,48 21,79+ 1,20
Ukupne zasi¢ene masne kiseline 46,63 + 0,83 45,80 + 2,66 45,17 +2,18
Palmitoleinska kiselina, 16:1n-7 0,43 £0,06 0,46 +£0,12 0,41 £0,15
Oleinska kiselina, 18:1n-9 3,95+0,63 4,47+ 0,46 4,55+0,42
Vakcenska kiselina, 18:1n-7 2,66+ 0,22 3,34 +0,48! 3,14 £0,33!
Ukupne mononezasi¢ene masne kiseline 7,04 £ 0,74 8,28 +£0,93! 8,10+ 0,76!
Linolna kiselina, 18:2n-6 21,75+ 1,38 22,38+ 1,65 21,05+ 1,76
Dihomo-y-linolenska kiselina, 20:3n-6 1,12+0,24 1,22 +0,25 1,22+0,28
Arahidonska kiselina, 20:4n-6 16,89 = 1,60 15,48 £ 0,98 17,14 £ 1,52
Eikozapentaenska kiselina, 20:5n-3 0,50 = 0,08 0,59+0,11 0,58 +0,16
Adrenska kiselina, 22:4n-6 0,41 0,06 0,41 +0,17 0,50+0,11

Dokozapentaenska kiselina, 22:5n-3 0,94 + 0,25 0,97 +£0,22 0,95 +0,27

Dokozaheksaenska kiselina, 22:6n-3 4,71+0,72 4,80+ 0,93 5,29+0,36
Ukupne polinezasi¢ene masne kiseline 46,33 + 1,39 45,84 + 1,94 46,73 £ 2,47
n-6 polinezasi¢ene masne kiseline 40,18 + 1,19 39,49 + 1,50 39,90 +2,53
n-3 polinezasi¢ene masne kiseline 6,15+0,83 6,36 £ 1,14 6,83 £0,47

Odnos n-6/n-3 polinezasi¢ene masne kiseline 6,63 £ 0,88 6,37 +1,08 5,88 +£0,64
Omega-3-Index 521+0,75 5,39+1,03 5,88 £ 0,40
Odnos arahidonska/eikozapentaenska kiselina 34,89 + 6,96 27,02 £ 4,25 31,46 + 0,45

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija. Razlike izmedu grupa su procenjene jednosmernom analizom varijanse i Tukey
post-hoc testom: 'p < 0,05 poredenjem sa placebo grupom. Omega-3-index: eikozapentaenska + dokozaheksaenska kiselina.
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Masnokiselinski profil fosfolipida jetre na kraju studije je prikazan u Tabeli 7. Vakcenska
kiselina (p = 0,001) i ukupne mononezasi¢ene masne kiseline (p = 0,023) su bile zastupljenije u
fosfolipidima jetre pacova koji su pili sok od aronije, u poredenju sa onima koji su unosili placebo.
Udeo stearinske kiseline je bio manji kod pacova koji su unosili sok od aronije (p = 0,005) i razblazeni
sok od aronije (p = 0,01) u poredenju sa onima koji su pili placebo. Udeo dihomo-y-linolenske
kiseline je bio veci (p = 0,05), a arahidonske kiseline manji (p = 0,05), u grupi koja je pila sok od
aronije u poredenju sa onom koja je unosila placebo. Dokozapentaenska kiselina je bila manje
zastupljena kod pacova placebo grupe u poredenju sa onima koje su pile sok od aronije (p = 0,076) 1
sok od aronije razblazen placebom (p = 0,049). Ukupne n-3 polinezasi¢ene masne kiseline su bile
zastupljenije kod pacova koji su unosili sok od aronije (p = 0,053) u odnosu na one placebo grupe
(Tabela 7). Procenjena aktivnost delta-5 desaturaze je bila niza u grupi koja je pila sok od aronije u
odnosu na onu koja je unosila placebo (p = 0,015).

Tabela 7. Masnokiselinski profil fosfolipida jetre pacova tri grupe na kraju studije.

Placebo Sok od aronije RazblaZeni sok
(n=298) (n=298) od aronije (n =8)
Palmitinska kiselina, 16:0 19,91+ 0,57 20,52+ 0,91 21,01+ 1,21
Stearinska kiselina, 18:0 22,24+ 0,93 20,70 +0,51" 20,78 + 0,88!
Ukupne zasi¢ene masne kiseline 42,15+ 0,83 41,22 +0,98 41,79 + 1,07
Palmitoleinska kiselina, 16:1n-7 0,57+0,12 0,59+0,15 0,55+0,11
Oleinska kiselina, 18:1n-9 3,10+ 0,50 3,19+0,29 3,19+£0,34
Vakcenska kiselina, 18:1n-7 2,68 +0,25 3,50 + 0,48! 3,13+0,31
Ukupne mononezasi¢ene masne kiseline 6,35+0,57 7,29 +0,72! 6,87 £0,44
Linolna kiselina, 18:2n-6 15,99 + 1,85 16,33 £0,96 16,59 + 1,09
Dihomo-y-linolenska kiselina, 20:3n-6 0,90+0,15 1,08 +0,10 1,01 £0,14
Arahidonska kiselina, 20:4n-6 25,65+ 1,23 24,08 + 1,26 24,06 + 1,02
Eikozapentaenska kiselina, 20:5n-3 0,69+0,18 0,79+0,14 0,80+0,15
Adrenska kiselina, 22:4n-6 0,27 £0,02 0,30+ 0,03 0,26 + 0,03
Dokozapentaenska kiselina, 22:5n-3 1,09+0,14 1,26+0,14 1,28 +0,12!
Dokozaheksaenska kiselina, 22:6n-3 7,26 0,63 7,64 +0,54 7,34+ 0,39
Ukupne polinezasi¢ene masne kiseline 51,84 +£0,93 51,48 +£1,28 51,35+0,75
n-6 polinezasi¢ene masne kiseline 42,81 +1,33 41,79 + 1,54 41,92 +1,08
n-3 polinezasi¢ene masne kiseline 9,03 £ 0,68 9,69 + 0,45 9,43 +0,43
Odnos n-6/n-3 polinezasi¢ene masne kiseline 4,77+ 0,47 432 +0,33 4,46 +0,30
Omega-3-Index 7,94 £ 0,65 8,43 +£0,44 8,15+0,36
Odnos arahidonska/eikozapentaenska kiselina 40,15+ 12,68 31,42 +6,93 31,08 7,60

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna devijacija. Razlike izmedu grupa su procenjene jednosmernom analizom varijanse i Tukey
post-hoc testom: 'p < 0,05 poredenjem sa placebo grupom.
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4.3. Efekti polifenola soka od aronije na faktore rizika za kardiovaskularne bolesti i
masnokiselinski profil u humanoj studiji

4.3.1. Karakteristike ispitanika na poc¢etku studije

U studiju je bilo ukljuceno 84 ispitanika (52 zene i 32 muskarca), a njihova prosecna starost
je bila40,6 £7,1 godina. Vecina je imala poviSene vrednosti: koncentracije LDL holesterola u serumu
(89%), 1/ili BMI-a i/ ili obima struka (74%), ukupnog holesterola i/ili SBP (58%). Na pocetku studije
su ispitanici bili podeljeni u tri grupe 1 u svakoj od njih je vecina imala tri ili viSe faktora rizika za
nastanak KVB - u grupi koja je pila placebo 79% ispitanika, u grupi koja je unosila sok od aronije
njih 81%, a u grupi koja je pila razblazeni sok od aronije 86% ispitanika. Njihove karakteristike po
grupama na pocetku studije su prikazane u Tabelama 8 — 14.

Za analizu efekata polifenola soka aronije na vrednosti oxLDL-a u serumu odredena je
podgrupa ispitanika (n = 34), koja je, kao i cela grupa, bila safinjena od ljudi sa poviSenim
vrednostima: LDL holesterola (94%), BMI-a (73%), obima struka (76%) 1 SBP-a (64%).

4.3.2. Efekti polifenola soka od aronije na krvni pritisak 1 biohemijske parametre

Na pocetku studije nije bilo razlike izmedu grupa za vrednosti krvnog pritiska (Tabela 8).
Nakon intervencije je doslo do smanjenja SBP i DBP (~ 4 — 5 mm Hg) u sve tri grupe u odnosu na
pocetak studije, bez statisti¢ki znacajnih razlika medu grupama (Slika 13) (Tabela 8).

(a) SBP (b) DBP
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Slika 13. Promene sistolnog (a) i dijastolnog (b) krvnog pritiska ispitanika koji su pili sok od aronije, razblaZeni
sok od aronije ili placebo tokom ¢etiri nedelje. Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon promena
unutar svake grupe. Promene vrednosti nakon intervencije u odnosu na poc¢etak studije unutar svake grupe su procenjene
Wilcoxon signed rank testom i p vrednost je naznacena.

Na pocetku studije nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu tri grupe za vrednosti BMI,
ukupnog i LDL holesterola, kao ni glukoze u serumu. Koncentracija triglicerida je bila ve¢a u placebo
grupi nego kod ispitanika odredenih za unos razblazenog soka od aronije (Tabela 8). Na kraju studije
nije bilo statisti¢ki znacajnih razlika izmedu grupa za ove parametre (Tabela 8).
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Tabela 8. Vrednosti krvnog pritiska, antropometrijskih i biohemijskih parametara ispitanika pre i nakon

intervencije.
Placebo RazblaZeni sok Sok od aronije )4
(n=29) od aronije (n =28) (n=27) (izmedu grupa)
Sistolni krvni pritisak (mm Hg)
Pocetak studije 120,00 (23,25) 121,00 (14,50) 124,50 (16,00) 0,26
Kraj studije 113,75 (24,63) 118,75 (16,00) 115,00 (13,00) 0,96
A (A%) —4,00 (-3,31%) —=5,25 (—4,58%) —6,50 (—5,42%) 0,33
p (unutar grupe) 0,001 0,06 0,0001
Dijastolni krvni pritisak (mm Hg)
Pocetak studije 75,00 (19,38) 75,50 (13,00) 77,00 (17,00) 0,36
Kraj studije 73,00 (23,38) 70,50 (14,50) 72,00 (14,00) 0,89
A (A%) =3,25 (—4,57%) —4,00 (—5,20%) —4,00 (—4,83%) 0,69
p (unutar grupe) 0,006 0,05 0,002
Indeks telesne mase (kg/m?)
Pocetak studije 27,29 (5,64) 26,59 (7,13) 27,38 (5,73) 0,82
Kraj studije 27,33 (5,46) 26,75 (6,67) 27,00 (5,64) 0,86
A (A%) —0,03 (—0,09%) 0,02 (0,26%) —0,11 (-0,52%) 0,38
p (unutar grupe) 0,40 0,58 0,06
Ukupni holesterol (mmol/L)
Pocetak studije 5,37 (1,35) 4,98 (0,95) 5,18 (1,77) 0,44
Kraj studije 5,38 (1,27) 5,02 (1,36) 5,26 (1,98) 0,46
A (A%) —0,04 (—1,52%) —0,07 (—=1,20%) —0,06 (—1,16%) 0,96
p (unutar grupe) 0,39 0,35 0,74
LDL holesterol (mmol/L)
Pocetak studije 3,79 (1,09) 3,29 (1,00) 3,43 (1,72) 0,26
Kraj studije 3,81(1,02) 3,27 (1,15) 3,56 (1,59) 0,32
A (A%) —0,02 (—1,75%) 0,01 (0,42%) —0,01 (—0,22%) 0,78
p (unutar grupe) 0,49 0,93 0,86
Trigliceridi (mmol/L)
Pocetak studije 1,35 (0,62) 0,95 (0,54)! 1,10 (1,10) 0,05
Kraj studije 1,28 (1,17) 1,13 (0,61) 1,00 (0,75) 0,10
A (A%) 0,02 (—4,47%) —0,01 (0,78%) 0,03 (3,33%) 0,97
p (unutar grupe) 0,20 0,88 0,78
Glukoza (mmol/L)
Pocetak studije 5,06 (0,57) 4,75 (0,69) 4,86 (0,67) 0,08
Kraj studije 5,04 (0,84) 4,77 (0,67) 5,10 (0,73) 0,11
A (A%) —0,09 (—1,72%) 0,04 (1,09%) 0,18 (3,93%) 0,25
p (unutar grupe) 0,37 0,45 0,08

Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon. A: medijana od razlike vrednosti (kraj-pocetak studije); A%: medijana od vrednosti
((kraj-pocetak studije)/pocetak studije) x 100. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom, a razlike unutar svake grupe su procenjene
Wilcoxon signed rank testom. Mann-Whitney test je primenjen kada je bilo razlika izmedu grupa: 'p < 0,05 poredenjem sa placebo grupom.

Vrednosti oxLDL-a, kao i odnosi oksidacije holesterola (oxLDL/LDL holesterol i
oxLDL/ukupni holesterol) su prikazane u Tabeli 9. Nije bilo statisticki zna¢ajnih razlika u navedenim
parametrima izmedu odabranih ispitanika tri grupe na pocetku intervencije.

Nakon cetiri nedelje intervencije pokazano je statisti¢ki znacajno smanjenje oxLDL-a, kao 1
odnosa oxLDL/ukupni holesterol i oxLDL/LDL holesterol u odnosu na pocetne vrednosti ispitanika
koji su pili sok od aronije, ali ove promene nisu bile razli¢ite od onih zabelezenih kod ispitanika koji
su unosili placebo (p > 0,05) (Tabela 9).
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Tabela 9. Vrednosti oxLDL-a ispitanika pre i nakon intervencije.

Placebo RazblaZeni sok Sok od aronije P
(n=12) od aronije (n =10) (n=12) (izmedu grupa)
oxLDL (ng/mL)
Pocetak studije 117,00 (46,50) 133,00 (43,75) 129,00 (36,50) 0,46
Kraj studije 115,00 (50,50) 121,50 (46,00) 110,50 (28,00) 0,58
A (A%) —8,00 (—6,85%) —21,50 (—15,72%) —21,50 (—16,81%) 0,73
p (unutar grupe) 0,53 0,65 0,02
oxLDL/ukupni holesterol (ng/mg)
Pocetak studije 53,16 (21,05) 65,84 (21,13) 65,70 (24,42) 0,22
Kraj studije 53,62 (20,95) 58,42 (56,73) 45,79 (21,58) 0,52
A (A%) 3,44 (—5,59%) —10,11 (-13,78%) —9,49 (—18,95%) 0,53
p (unutar grupe) 0,58 0,96 0,02
oxLDL/LDL holesterol (ng/mg)
Pocetak studije 76,84 (37,98) 93,94 (45,28) 93,09 (41,28) 0,23
Kraj studije 74,56 (34,50) 86,73 (109,43) 62,71 (36,46) 0,48
A (A%) —3,64 (—4,00%) —13,66 (—11,45%) —15,55 (—19,02%) 0,31
p (unutar grupe) 0,69 0,80 0,01

Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon. A: medijana od razlike vrednosti (kraj-pocetak studije); A%: medijana od vrednosti
((kraj-pocetak studije)/pocetak studije) x 100. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom, a razlike unutar svake grupe su procenjene
Wilcoxon signed rank testom.

Vrednosti obima struka i HDL holesterola su predstavljene odvojeno za ispitanike i ispitanice
(Tabela 10) zbog toga Sto za ove biomarkere postoje razlicite grani¢ne vrednosti za muskarce i zene
(Catapano i sar., 2016; Alberti i sar., 2006; Yumuk i sar., 2015). Osim toga, Kruskal-Walis testom je
pokazano da su na pocetku studije ispitanici imali statisticki znac¢ajno veci obim struka (p = 0,00001),
a manju koncentraciju HDL-a (p = 0,00003) nego ispitanice. Zbog toga su posebno predstavljene i
vrednosti odnosa LDL/HDL holesterol 1 ukupni/HDL holesterol. Nije bilo statisticki znacajnih razlika
izmedu poredenih muSkaraca tri grupe, kao ni Zena izmedu grupa, ni pre intervencije, niti nakon
(Tabela 10).
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Tabela 10. Vrednosti obima struka i HDL holesterola kod Zena i muskaraca pre i nakon nakon intervencije.

Placebo RazblaZeni sok Sok od aronije P
(n=14) od aronije (n =21) (n=17) (izmedu grupa)
Zene
Obim struka (cm)
Pocetak studije 87,00 (19,00) 83,00 (15,50) 85,00 (27,50) 0,86
Kraj studije 86,00 (24,25) 83,00 (15,50) 88,00 (24,00) 0,72
A (A%) —1,50 (—1,75%) —1,00 (—1,25%) —1,00 (—1,10%) 0,78
p (unutar grupe) 0,09 0,07 0,28
HDL holesterol (mmol/L)
Pocetak studije 1,87 (0,52) 1,74 (0,64) 1,79 (0,63) 0,52
Kraj studije 1,72 (0,52) 1,63 (0,61) 1,66 (0,67) 0,57
A (A%) —0,09 (—4,48%) —0,16 (—8,74%) —0,03 (—1,41%) 0,18
p (unutar grupe) 0,21 0,02 0,42
Ukupni holesterol/HDL holesterol
Pocetak studije 3,13 (1,35) 2,96 (0,78) 3,02 (1,70) 0,77
Kraj studije 3,21(1,03) 3,21 (1,51) 3,12 (1,55) 0,86
A (A%) 0,08 (2,74%) 0,14 (7,10%) —0,03 (—1,53%) 0,26
p (unutar grupe) 0,64 0,11 0,59
LDL holesterol/HDL holesterol
Pocetak studije 2,19 (1,02) 1,94 (0,83) 1,85 (1,48) 0,83
Kraj studije 2,17 (0,96) 1,90 (1,13) 2,03 (1,14) 0,79
A (A%) 0,13 (6,39%) 0,11 (6,50%) —0,03 (—1,25%) 0,48
p(unutar grupe) 0,55 0,16 0,87
Placebo RazblazZeni sok Sok od aronije )4
(n=15) od aronije (n =7) (n=10) (izmedu grupa)
Muskarci

Obim struka (cm)
Pocetak studije

Kraj studije

A (A%)

p (unutar grupe)

HDL holesterol (mmol/L)
Pocetak studije

Kraj studije

A (A%)

p (unutar grupe)

101,00 (11,00)

100,50 (15,71)

~1,00 (~0,99%)
0,04

1,25 (0,27)
1,18 (0,30)
~0,07 (~4,82%)
0,03

Ukupni holesterol/HDL holesterol

Pocetak studije

Kraj studije

A (A%)

p (unutar grupe)

LDL holesterol/HDL holesterol
Pocetak studije

Kraj studije

A (A%)

p (unutar grupe)

4,01 (2,21)
4,40 (1,79)
0,43 (9,69%)
0,06

2,84 (1,74)
3,11 (1,35)
0,25 (8,77%)
0,27

109,00 (9,00)
105,00 (18,00)
—1,00 (—0,98%)
0,38

1,60 (0,71)
1,45 (0,46)
~0,10 (=6,25%)
0,11

3,26 (0,99)
3,89 (1,02)
0,33 (9,40%)
0,31

2,34(0,52)
2,54 (1,01)
0,27 (13,19%)
0,31

100,00 (16,00)
99,00 (15,25)
~2,00 (~1,91%)
0,08

1,47 (0,46)
1,47 (0,70)
~0,04 (~2,45%)
0,44

4,04 (1,95)
4,24 (2,36)
~0,04 (~1,76%)
0,72

2,86 (1,36)
3,10 (2,12)
0,23 (8,90%)
0,33

0,36
0,45
0,88

0,21
0,31
0,68

0,40
0,31
0,80

0,31
0,38
0,96

Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon. A: medijana od razlike vrednosti (kraj-pocetak studije); A%: medijana od vrednosti
((kraj-pocetak studije)/pocetak studije) x 100. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom, a razlike unutar svake grupe su procenjene

Wilcoxon signed rank testom.
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4.3.3. Efekti polifenola soka od aronije na masnokiselinski profil fosfolipida plazme

Na pocetku studije nije bilo razlika izmedu grupa za zasi¢ene i mononezasi¢ene masne
kiseline (Tabela 11). Statisticki znacajno je povecana procentualna zastupljenost ukupnih zasi¢enih
masnih kiselina (~ 7% u odnosu na pocetne vrednosti) u grupama koje su pile sok od aronije i sok od
aronije razblazen placebom, ali to nije bilo statisticki znacajno u poredenju sa promenom u placebo

grupi (Tabela 11).

Tabela 11. Udeo zasi¢enih i mononezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida plazme ispitanika pre i nakon nakon

intervencije.
Placebo RazblaZeni sok Sok od aronije )4
(n=26) od aronije (n =27) (n=27) (izmedu grupa)
Ukupne zasi¢ene masne kiseline (%)
Pocetak studije 47,86 (2,84) 45,93 (3,90) 46,25 (3,41) 0,17
Kraj studije 48,72 (3,79) 49,36 (3,07) 49,28 (1,27) 0,65
A (A%) 0,85 (1,75%) 3,18 (6,86%) 3,35 (7,21%) 0,13
p (unutar grupe) 0,32 0,002 0,005
Palmitinska kiselina, 16:0 (%)
Pocetak studije 30,89 (2,19) 30,06 (2,99) 29,21 (4,21) 0,20
Kraj studije 30,51 (1,33) 31,67 (1,81) 31,73 (1,87) 0,10
A (A%) 0,13 (0,44%) 0,93 (3,30%)" 1,69 (5,58%)" 0,05
p (unutar grupe) 0,77 0,005 0,01
Stearinska kiselina, 18:0 (%)
Pocetak studije 16,92 (1,96) 16,24 (1,76) 16,93 (1,77) 0,12
Kraj studije 17,68 (2,53) 17,86 (1,63) 17,60 (1,55) 0,91
A (A%) 1,03 (6,27%) 1,72 (10,76%) 0,97 (5,78%) 0,07
p (unutar grupe) 0,05 0,005 0,002
Ukupne mononezasic¢ene masne kiseline (%)
Pocetak studije 10,83 (1,56) 10,95 (2,32) 10,86 (1,21) 0,98
Kraj studije 10,74 (1,75) 10,65 (2,33) 10,65 (2,04) 0,69
A (A%) —0,58 (—5,37%) —0,13 (—1,43%) —0,05 (—0,56%) 0,71
p (unutar grupe) 0,29 0,85 0,96
Palmitoleinska kiselina, 16:1n-7 (%)
Pocetak studije 0,62 (0,33) 0,49 (0,27) 0,53 (0,33) 0,39
Kraj studije 0,56 (0,27) 0,44 (0,35) 0,49 (0,31) 0,74
A (A%) —0,02 (—3,47%) —0,09 (—18,02%) 0,04 (6,92%) 0,70
p (unutar grupe) 0,14 0,12 0,56
Oleinska kiselina, 18:1n-9 (%)
Pocetak studije 7,71 (1,39) 8,13 (2,02) 7,76 (1,00) 0,96
Kraj studije 6,95 (1,58) 7,46 (1,61) 7,60 (1,57) 0,25
A (A%) —0,60 (—7,81%) —0,46 (—6,07%) 0,16 (2,03%) 0,25
p (unutar grupe) 0,02 0,08 0,65
Vakcenska kiselina, 18:1n-7 (%)
Pocetak studije 2,44 (0,62) 2,23 (0,89) 2,63 (0,63) 0,47
Kraj studije 2,84 (0,86) 2,59 (0,89) 2,67 (0,80) 0,45
A (A%) 0,54 (19,80%) 0,26 (11,18%) 0,04 (1,49%) 0,29
p (unutar grupe) 0,002 0,06 0,18

Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon. A: medijana od razlike vrednosti (kraj-pocetak studije); A%: medijana od vrednosti
((kraj-pocetak studije)/pocetak studije) x 100. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom, a razlike unutar svake grupe su procenjene
Wilcoxon signed rank testom. Mann-Whitney test je primenjen kada je bilo razlika izmedu grupa: 'p < 0,05 poredenjem sa placebo grupom .
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Na kraju studije je udeo palmitinske kiseline bio statisticki znacajno povecan u odnosu na
pocetne vrednosti, u grupama koje su pile sok od aronije (5,58%) i razblazeni sok od aronije (3,30%)
(Slika 14). Ove promene su bile razlicite (p = 0,05) od povecanja u placebo grupi (0,44%), a nije bilo
razlika izmedu grupe koja je pila sok od aronije u poredenju sa onom koja je pila razblazeni sok
(Tabela 11). Povecanje udela stearinske kiseline se nije statisticki znacajno razlikovalo izmedu tri
grupe. Nije bilo promena procentualne zastupljenosti mononezasi¢enih masnih kiselina nakon
intervencije sokovima sa polifenolima u odnosu na placebo (Tabela 11).

Palmitinska kiselina - 4.00
H - 3.00
‘& ' - 2.00
1 —l.
i <> ; L 1.00 S
1
4 : t—‘.] 0.00 <
AMT 1/4-AMJT i 1.00
(»=0,01) (»=0,005) % -1
4 L 2.00
PLB

=077 L 300

Slika 14. Promene procentualne zastupljenosti palmitinske kiseline u fosfolipidima plazme ispitanika koji su
pili sok od aronije, razblaZeni sok od aronije ili placebo tokom ¢etiri nedelje. Vrednosti su predstavljene kao
medijana i interkvartilni raspon promena unutar svake grupe. Promene vrednosti nakon intervencije u odnosu na
pocetak studije unutar svake grupe su procenjene Wilcoxon signed rank testom i p vrednost je naznaéena.

Na pocetku je udeo ukupnih n-6 masnih kiselina bio statisti¢ki znacajno veéi u grupama
koje su odredene da piju sok od aronije i razblazeni sok, u poredenju sa onom koja je odredena
da unosi placebo (Tabela 12). Na kraju studije je doSlo do smanjenja udela ovih kiselina kod
ispitanika obe grupe koji su unosili sokove sa polifenolima, $to je bilo statisticki zna¢ajno 1 u
poredenju sa promenama kod onih koji su pili placebo (Slika 15) (Tabela 12).

n-6 PUFA - 3.00
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<
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(p = 0,0005) 1/4-AMJ* - -6.00

Slika 15. Promene procentualne zastupljenosti ukupnih n-6 polinezasi¢enih masnih Kiselina u fosfolipidima
plazme ispitanika koji su pili sok od aronije, razblaZeni sok od aronije ili placebo tokom cetiri nedelje.
Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon promena unutar svake grupe. Promene vrednosti
nakon intervencije u odnosu na pocetak studije unutar svake grupe su procenjene Wilcoxon signed rank testom i p
vrednost je naznacena.
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Tabela 12. Udeo ukupnih polinezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida plazme i odnosi n-6 prema n-3 ispitanika
pre i nakon nakon intervencije.

Placebo RazblaZeni sok Sok od aronije P
(n=26) od aronije (n =27) (n=27) (izmedu grupa)
Ukupne polinezasi¢ene masne kiseline (%)
Pocetak studije 41,15 (3,23) 43,46 (2,99) 42,63 (3,35) 0,14
Kraj studije 40,51 (3,63) 40,14 (2,53) 40,19 (1,81) 0,36
A (A%) —0,46 (—1,14%) =3,15 (-7,44%)' 2,63 (=6,00%)' 0,01
p (unutar grupe) 0,57 0,001 0,001
Ukupne n-6 polinezasi¢ene masne kiseline (%)
Pocetak studije 37,80 (4,53) 39,55 (3,14)! 38,92 (2,94)! 0,02
Kraj studije 36,39 (2,82) 35,97 (3,04) 35,91 (1,79) 0,62
A (A%) —0,13 (—0,33%) =3,97 (-9,10%)' 2,89 (-7,44%)" 0,004
p (unutar grupe) 0,68 0,0005 0,0005
Ukupne n-3 polinezasi¢ene masne kiseline (%)
Pocetak studije 4,03 (1,54) 3,58 (1,66) 3,36 (1,52) 0,08
Kraj studije 3,96 (1,77) 3,47 (1,84) 3,46 (1,45) 0,29
A (A%) —0,16 (—4,19%) 0,46 (16,58%) —0,18 (—5,44%) 0,38
p (unutar grupe) 0,87 0,25 0,94
Odnos n-6/n-3
Pocetak studije 9,21 (3,39) 11,24 (5,01)" 11,67 (4,31) 0,04
Kraj studije 8,96 (4,57) 10,29 (5,43) 10,58 (3,92) 0,46
A (A%) 0,48 (5,37%) —1,47 (-17,58%) —0,32 (—2,66%) 0,15
p (unutar grupe) 0,60 0,06 0,40
Odnos arahidonska/eikozapentaenska kiselina
Pocetak studije 26,97 (16,39) 35,09 (37,20) 36,68 (23,99)! 0,04
Kraj studije 23,45 (18,01) 24,05 (21,19) 26,44 (20,99) 0,51
A (A%) 3,19 (-13,30%) —14,97 (—40,15%) —10,44 (—24,27%) 0,47
p (unutar grupe) 0,16 0,008 0,03
Odnos arahidonska /dokozaheksaenska kiselina
Pocetak studije 3,54 (1,08) 4,37 (1,81) 4,16 (1,62) 0,08
Kraj studije 3,16 (1,19) 3,73 (1,65) 3,98 (2,28) 0,77
A (A%) —0,03 (—0,97%) —0,63 (—12,82%) —0,23 (=7,94%) 0,32
p (unutar grupe) 0,95 0,10 0,34

Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon. A: medijana od razlike vrednosti (kraj-pocetak studije); A%: medijana od vrednosti
((kraj-pocetak studije)/pocetak studije) x 100. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom, a razlike unutar svake grupe su procenjene
Wilcoxon signed rank testom. Mann-Whitney test je primenjen kada je bilo razlika izmedu grupa: 'p < 0,05 poredenjem sa placebo grupom.

Na pocetku studije su odnosi ukupnih n-6/n-3 polinezasi¢enih kiselina 1
arahidonska/eikozapentaenska kiselina bili ve¢i u grupama rasporedenim da piju sok od aronije
1 razblazeni sok od aronije, nego u placebo grupi (Tabela 12). Na kraju studije je odnos
arahidonska/eikozapentaenska kiselina bio manji u dve grupe koje su pile sokove sa
polifenolima, ali samo u poredenju sa poCetkom studije, bez znacajnosti u poredenju sa placebo
grupom. Nije bilo statisticki znacajnih promena procentualne zastupljenosti ukupnih n-3
polinezasi¢enih masnih kiselina (Tabela 12).
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U grupi koja je pila sok od aronije su bile smanjene zastupljenosti dihomo-y-linolenske,
arahidonske i1 adrenske kiseline, u odnosu na pocetne vrednosti. Kod ispitanika koji su pili sok sa
manjom koli¢inom polifenola aronije je doSlo do smanjenja udela linolne kiseline, u poredenju sa
pocetkom studije i placebo grupom (Tabela 13).

Tabela 13. Udeo pojedina¢nih polinezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida plazme ispitanika pre i nakon
intervencije.

Placebo RazblazZeni sok Sok od aronije p
(n=26) od aronije (n =27) (n=27) (izmedu grupa)
Linolna kiselina, 18:2n-6 (%)
Pocetak studije 23,27 (4,19) 24,88 (3,39) 23,48 (4,97) 0,15
Kraj studije 23,22 (3,74) 22,95 (2,88) 22,89 (4,17) 0,74
A (A%) 0,31 (1,61%) 2,23 (-8,23%)" —1,42 (-7,15%) 0,03
p (unutar grupe) 0,68 0,001 0,06
Dihomo-y-linolenska kiselina, 20:3n-6 (%)
Pocetak studije 2,99 (1,24) 2,84 (1,55) 2,93 (1,67) 0,64
Kraj studije 2,54 (1,21) 2,56 (1,33) 2,42 (1,30) 091
A (A%) —0,02 (—0,94%) —-0,17 (-7,51%) —0,34 (—12,11%) 0,43
p (unutar grupe) 0,34 0,22 0,007
Arahidonska kiselina, 20:4n-6 (%)
Pocetak studije 10,74 (2,95) 10,39 (2,64) 11,37 (3,39) 0,74
Kraj studije 9,70 (4,07) 10,01 (2,59) 10,21 (3,58) 091
A (A%) —0,38 (—3,59%) —=0,71 (—6,62%) —0,48 (—6,30%) 0,79
p (unutar grupe) 0,34 0,06 0,002
Adrenska kiselina, 22:4n-6 (%)
Pocetak studije 0,40 (0,18) 0,43 (0,17) 0,42 (0,17) 0,59
Kraj studije 0,30 (0,18) 0,36 (0,15) 0,38 (0,20) 0,63
A (A%) —0,06 (—-17,10%) 0,11 (-21,80%) —0,09 (—21,41%) 0,74
p (unutar grupe) 0,07 0,05 0,004
Eikozapentaenska kiselina, 20:5n-3 (%)
Pocetak studije 0,39 (0,22) 0,26 (0,25) 0,28 (0,19) 0,10
Kraj studije 0,37 (0,35) 0,40 (0,31) 0,46 (0,31) 0,43
A (A%) 0,06 (23,53%) 0,11 (44,80%) 0,04 (19,74%) 0,79
p (unutar grupe) 0,17 0,05 0,07
Dokozapentaenska kiselina, 22:5n-3 (%)
Pocetak studije 0,60 (0,31) 0,53 (0,26) 0,55 (0,19) 0,22
Kraj studije 0,53 (0,34) 0,46 (0,22) 0,51 (0,22) 0,80
A (A%) —-0,07 (—15,18%) 0,01 (-3,61%) —0,06 (—11,08%) 0,56
p (unutar grupe) 0,12 0,55 0,06
Dokozaheksaenska kiselina, 22:6n-3 (%)
Pocetak studije 3,07 (1,09) 2,46 (1,21) 2,58 (1,34) 0,11
Kraj studije 2,90 (1,40) 2,57 (1,49) 2,68 (1,26) 0,50
A (A%) —0,09 (—4,62%) 0,27 (13,88%) —0,01 (—0,33%) 0,37
p (unutar grupe) 0,60 0,43 0,61

Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon. A: medijana od razlike vrednosti (kraj-pocetak studije); A%: medijana od
vrednosti ((kraj-pocetak studije)/pocetak studije) x 100. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom, a razlike unutar svake grupe
su procenjene Wilcoxon signed rank testom. Mann-Whitney test je primenjen kada je bilo razlika izmedu grupa: 'p < 0,05 poredenjem sa placebo
grupom.
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Nije bilo statisticki znacajnih razlika izmedu tri grupe u procenjenoj aktivnosti delta-5 i1 delta-
6 desaturaza na pocetku studije, niti na kraju (Tabela 14).

Tabela 14. Procenjene aktivnosti delta-5 i delta-6 desaturaza ispitanika pre i nakon intervencije.

Placebo RazblaZeni sok Sok od aronije P
(n=26) od aronije (n =27) (n=27) (izmedu grupa)
Aktivnost delta-5 desaturaze
Pocetak studije 3,40 (1,91) 3,68 (2,30) 3,86 (2,10) 0,75
Kraj studije 4,14 (1,72) 3,85(1,79) 4,02 (1,63) 0,91
A (A%) —0,09 (—2,30%) 0,12 (3,66%) 0,10 (2,53%) 0,73
p (unutar grupe) 0,71 0,90 0,37
Aktivnost delta-6 desaturaze
Pocetak studije 0,13 (0,05) 0,11 (0,07) 0,13 (0,09) 0,35
Kraj studije 0,12 (0,06) 0,11 (0,07) 0,11 (0,05) 0,95
A (A%) 0,001 (1,17%) 0,001 (1,00%) —0,01 (-7,30%) 0,49
p (unutar grupe) 0,39 0,98 0,09

Aktivnost enzima je procenjena na osnovu odnosa masnih kiselina: arahidonske/dihomo-y-linolenske za delta-5 desaturazu i dihomo-y-
linolenske/linolne kiseline za delta-6 desaturazu. Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon. A: medijana od razlike vrednosti
(kraj-pocetak studije); A%: medijana od vrednosti ((kraj-pocetak studije)/pocetak studije) x 100. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-
Wallis testom, a razlike unutar svake grupe su procenjene Wilcoxon signed rank testom.

4.3.3.1. Polno-specificne razlike u promenama zastupljenosti palmitinske i n-6 masnih kiselina
fosfolipida plazme nakon intervencije

Procentualna zastupljenost palmitinske kiseline bila je povecana kod Zena koje su pile
razblazeni sok od aronije, u poredenju sa pocetkom studije, ali ne i u odnosu na ispitanice koje su pile
placebo. Povecanje udela palmitinske kiseline kod muskaraca koji su pili sok od aronije i razblazeni
sok od aronije je bilo statisticki znacajno u poredenju sa promenom udela palmitinske kiseline onih
iz placebo grupe (Slika 16).
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Slika 16. Promene procentualne zastupljenosti palmitinske Kiseline u fosfolipidima plazme kod (a) Zena i (b)
muskaraca koji su pili sok od aronije, razblaZeni sok od aronije ili placebo tokom cetiri nedelje. Vrednosti su
predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon promena unutar svake grupe. Promene vrednosti nakon intervencije u
odnosu na pocetak studije unutar svake grupe su procenjene Wilcoxon signed rank testom i p vrednost je naznacCena.
Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom:"p < 0,05 poredenjem sa placebo grupom.

Smanjenje udela ukupnih n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina pokazano je i kod Zena i1 kod
muskaraca koji su pili sokove sa polifenolima, ali je bilo statisticki znac¢ajno u poredenju sa placebo
grupom samo kod muskaraca (Slika 17).
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Slika 17. Promene procentualne zastupljenosti ukupnih n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima plazme
kod (a) Zena i (b) muSkaraca koji su pili sok od aronije, razblaZeni sok od aronije ili placebo tokom ¢etiri nedelje.
Vrednosti su predstavljene kao medijana i interkvartilni raspon promena unutar svake grupe. Promene vrednosti nakon
intervencije u odnosu na pocetak studije unutar svake grupe su procenjene Wilcoxon signed rank testom i p vrednost je
naznadena. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom:"p < 0,05 poredenjem sa placebo grupom. n-6
PUFA: ukupne n-6 polinezasi¢ene masne kiseline (eng. polyunsaturated fatty acids, PUFA).

4.3.4. Procenjen dijetarni unos ispitanika na osnovu anketa ishrane

Na osnovu ponovljenih 24-asovnih dijetarnih upitnika, podataka iz Srpske baze podataka
namirnica i DAP softvera, zakljuceno je da nije bilo razlike izmedu tri grupe u ukupnom energetskom
unosu, unosu proteina, ugljenih hidrata, masti, kao ni ukupnih polinezasi¢enih, zasi¢enih i
mononezasi¢enih masnih kiselina, tokom trajanja studije (Tabela 15).

U odnosu na ukupan energetski unos, prose¢an unos masti je iznosio ~ 38% za ispitanike koji
su pili sok od aronije, odnosno po 41% za ispitanike druge dve grupe. ProseCan unos ukupnih
zasi¢enih masti u odnosu na ukupan kalorijski unos je iznosio ~ 12% u grupi koja je pila placebo,
13% u grupi koja je unosila sok od aronije, a 14% u grupi koja je pila razblazeni sok od aronije.
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Tabela 15. Procenjen dijetarni unos ukupnih masti, proteina, ugljenih hidrata i masnih kiselina ispitanika tri
grupe

Placebo Sok od aronije RazblaZeni sok od )4
(n=29) (n=27) aronije (n =28) (izmedu grupa)
Ukupan energetski unos (kcal)
Srednja vrednost = SD 2075,09 + 597,27 2055,30 + 499,27 2015,90 + 555,04
Medijana 2087,48 1901,62 1931,40 0,94
95% interval poverenja 1853,86 —2296,32 1866,98 —2243,63 1806,53 —2225,26
Koeficijent varijabilnosti (%) 28,78 24,29 27,53
Masti (g)
Srednja vrednost + SD 95,26 + 33,01 89,25 + 28,83 94,15 + 33,84
Medijana 97,30 81,21 86,57 0,81
95% interval poverenja 83,04 - 107,49 78,37 -100,12 81,38 — 106,92
Koeficijent varijabilnosti (%) 34,65 32,30 35,95
Proteini (g)
Srednja vrednost + SD 82,05 +£25,24 80,81 +21,48 79,82 + 24,81
Medijana 86,65 76,96 75,31 0,86
95% interval poverenja 72,70 - 91,40 72,71 — 88,91 70,46 — 89,18
Koeficijent varijabilnosti (%) 30,77 26,58 31,08
Ugljeni hidrati (g)
Srednja vrednost + SD 222,38 + 77,41 226,75 + 68,25 212,31+ 61,89
Medijana 219,12 202,82 204,76 0,82
95% interval poverenja 193,71 — 251,05 201,01- 252,49 188,97— 235,66
Koeficijent varijabilnosti (%) 34,81 30,10 29,15
Zasicene masne kiseline (g)
Srednja vrednost + SD 28,54+ 11,17 30,22 + 12,08 31,50+ 13,73
Medijana 29,45 27,52 28,78 0,82
95% interval poverenja 24,40 — 32,68 25,66 — 34,77 26,32 — 36,68
Koeficijent varijabilnosti (%) 39,14 39,98 43,58
Mononezasi¢ene masne kiseline (g)
Srednja vrednost + SD 30,13 £ 11,66 28,27+ 10,44 29,28 12,93
Medijana 28,03 25,37 25,71 0,84
95% interval poverenja 25,81 — 34,45 24,33 -3221 24,40 — 34,15
Koeficijent varijabilnosti (%) 38,70 36,92 44,15
Polinezasi¢ene masne kiseline (g)
Srednja vrednost + SD 26,86 + 13,67 22,29 + 8,88 23,86 + 8,63
Medijana 24,23 20,05 23,83 0,60
95% interval poverenja 21,80 -31,93 18,94 — 25,64 20,60 —27,12
Koeficijent varijabilnosti (%) 50,89 39,82 36,19

Vrednosti su predstavljene kao: srednja vrednost + standardna devijacija, medijana, 95% interval poverenja i koeficijent varijabilnosti. Razlike
izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom.
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4.3.5. Povezanost varijanti gena FADS2 i efekata polifenola soka od aronije na status
polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima plazme

4.3.5.1. Ucestalost alela i zastupljenost masnih kiselina u odnosu na genotip kod svih ispitanika

Zastupljenost genotipova za varijantu rs174576 je bila sledeca: 41 ispitanik (51,25%) je bio
heterozigot, 31 ispitanik (38,75%) je bio homozigoti za alel C, a osam ispitanika (10%) su bili
homozigotni nosioci alela A. Na osnovu projekta 1000 genoma, alel A je manje zastupljen, a njegova
ucestalost u nasoj grupi je bila 0,36 (Tabela 16).

Zastupljenost genotipova varijante rs174593 je bila sledeca: 40 ispitanika su bili heterozigoti
(50%), 33 ispitanika (41,25%) su bili homozigoti za alel T, a sedam ispitanika su bili homozigoti za
alel C (8,75%). Ucestalost alela C iznosila je 0,34, a to je redi alel i na osnovu projekta 1000 genoma
(Tabela 16).

Zastupljenost genotipova varijante rs174616 je bila sledeca: 48 ispitanika su bili heterozigoti
(60%), 17 ispitanika su bili homozigoti za alel A (21,25%), a 15 (18,75%) ispitanika su bili
homozigotni nosioci alela G. Prema rezultatima projekta 1000 genoma alela A je redi, a u naSoj studiji
je zabelezena njegova ucestalost od 0,51 (Tabela 16).

Distribucije genotipova ispitivanih varijanti gena su bile u Hardy-Weinberg ravnotezi (p >
0,05) (Tabela 16).

Tabela 16. Ucestalost alela i distribucija genotipova odabranih varijanti gena FADS2 u celoj grupi ispitanika.

. . Ucestalost redeg alelana  Ucestalost redeg Homozigoti za ~ Heterozigoti ~ Homozigotai za
Varijanta Ces¢i/redi ) ) x2
osnovu projekta 1000 alela kod ¢esci alel redi alel
gena FADS?2 alel o test
genoma ispitanika n (%) n (%) n (%)
rs174576 C/A 0,36 0,36 31 (38,75) 41 (51,25) 8 (10) 0,90
rs174593 T/C 0,21 0,34 33 (41,25) 40 (50) 7 (8,75) 0,67
rs174616 G/A 0,48 0,51 15 (18,75) 48 (60) 17 (21,25) 0,82

Ucestalost redeg alela varijanti gena FADS?2 preuzeta je iz baze podataka NCBI na osnovu projekta 1000 genoma (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/).
Ucestalosti genotipova i alela ispitanika su odredene metodom prebrojavanja. Slaganje distribucije genotipova ispitanika sa o¢ekivanim vrednostima
po Hardy-Weinberg ravnotezi je ispitano primenom 2 testa.

Masne kiseline fosfolipida plazme za svaki genotip tri varijante gena FADS2 na pocetku
studije su predstavljene u Tabeli 17, a procenjena aktivnost desaturaza u Tabeli 18. Udeo linolne
kiseline je bio ve¢i kod homozigotnih i heterozigotnih nosilaca redeg alela u odnosu na homozigote
za CeS¢i alel varijante rs174576. Homozigotni nosioci redih alela sve tri varijante gena FADS?2 su
imali najmanju procentualnu zastupljenost arahidonske kiseline u fosfolipidima plazme poredenjem
sa heterozigotima 1 homozigotima za ¢es¢i alel. U slucaju genotipskih varijanti rs174576 1 rs174593
je udeo ove kiseline bio manji i kod heterozigota, u odnosu na homozigote za ¢es¢i alel (Tabela 17).
Procenjena aktivnost delta-5 desaturaze je bila manja kod homozigota za rede alele sve tri varijante
gena, u odnosu na homozigote za cesce alele (Tabela 18).
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Tabela 17. Zastupljenost pojedinacnih polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima plazme na pocetku studije
u odnosu na varijante rs174576, rs174593 i rs174616 gena FADS2.

Varijanta gena FADS2 rs174576 rs174593 rs174616
Linolna kiselina, 18:2n-6 (%)

Homozigoti za ¢es¢i alel 22,64 +0,55 23,17 +0,56 22,44 + 0,68
Heterozigoti 24,61 +0,53! 24,54+ 0,52 24,11 £0,45
Homozigoti za redi alel 25,43 +0,71" 24,00 + 1,30 24,74 + 0,95
p (genotip) 0,01 0,20 0,10
Dihomo-y-linolenska kiselina, 20:3n-6 (%)

Homozigoti za ¢es¢i alel 2,89+0,18 2,88+0,17 2,84 +0,27
Heterozigoti 292+0,14 2,93 +0,15 2,95+0,13
Homozigoti za redi alel 3,59+0,20 3,69 £0,24 3,16+0,23
p (genotip) 0,10 0,07 0,59
Arahidonska kiselina, 20:4n-6 (%)

Homozigoti za ¢esci alel 12,04 £ 0,35 11,96 £ 0,31 11,73 £0,43
Heterozigoti 10,40 + 0,25! 10,29 + 0,27 11,04 £ 0,29
Homozigoti za redi alel 8,48 +0,52'2 8,79 +0,82!? 9,52 +0,47'2
p (genotip) 0,00002 0,0002 0,01
Adrenska kiselina, 22:4n-6 (%)

Homozigoti za ¢esci alel 0,47 £0,03 0,46 £ 0,02 0,44 £ 0,05
Heterozigoti 0,43 +0,02 0,43+0,03 0,45+ 0,02
Homozigoti za redi alel 0,36 = 0,05 0,45+ 0,04 0,41 +0,04
p (genotip) 0,32 0,41 0,52
Eikozapentaenska kiselina, 20:5n-3 (%)

Homozigoti za ¢esci alel 0,35+0,05 0,35+ 0,04 0,41 +0,08
Heterozigoti 0,38+0,03 0,39+ 0,03 0,35+0,03
Homozigoti za redi alel 0,37 +0,08 0,37+ 0,09 0,40 £+ 0,05
p (genotip) 0,53 0,64 0,35
Dokozapentaenska kiselina, 22:5n-3 (%)

Homozigoti za ¢es¢i alel 0,56 0,03 0,57+ 0,03 0,62 + 0,04
Heterozigoti 0,59+ 0,03 0,58 +£0,03 0,58 +£0,03
Homozigoti za redi alel 0,49 + 0,06 0,52+ 0,08 0,50 + 0,04
p (genotip) 0,52 0,95 0,16
Dokozaheksaenska kiselina, 22:6n-3 (%)

Homozigoti za ¢es¢i alel 2,88+0,14 2,87+0,15 2,94+0,21
Heterozigoti 2,90 +0,15 2,89+0,15 2,83+0,13
Homozigoti za redi alel 2,47+0,27 2,50+ 0,31 2,82+0,24
p (genotip) 0,44 0,53 091

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom: 'p
< 0,05 razli¢ito od homozigota za ¢e3éi alel; %p < 0,05 razli¢ito od heterozigota.
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Tabela 18. Procenjena aktivnost desaturaza na pocetku studije u odnosu na varijante rs174576, rs174593 i
rs174616 gena FADS2.

Varijanta gena FADS2 rs174576 rs174593 rs174616
Aktivnost delta-5 desaturaze

Homozigoti za ¢es¢i alel 4,66 +0,30 4,60+0,28 4,61 +0,40
Heterozigoti 3,90+0,21 3,87+0,22 4,14+0,23
Homozigoti za redi alel 2,41+0,17' 2,41+0,19! 3,27 +0,30!
p (genotip) 0,0001 0,0004 0,03
Aktivnost delta-6 desaturaze

Homozigoti za ¢es¢i alel 0,13+0,01 0,13+0,01 0,13+0,01
Heterozigoti 0,12+ 0,01 0,12+ 0,01 0,13+0,01
Homozigoti za redi alel 0,14 +0,01 0,16 0,01 0,13+0,01
p (genotip) 0,31 0,19 0,93

Vrednosti su predstavljene kao srednja vrednost = standardna greska srednje vrednosti. Razlike izmedu grupa su procenjene Kruskal-Wallis testom: 'p
< 0,05 razli¢ito od homozigota za ¢es¢i alel.

4.3.5.2. Distribucija genotipova i zastupljenost masnih kiselina u odnosu na genotip kod ispitanika
svake grupe

Raspodela ucestalosti genotipova varijanti rs174576, rs174593 i rs1 74616 gena FADS? je bila
u Hardy-Weinberg ravnotezi u svakoj od tri grupe (p > 0, 05) (Tabela 19).

Tabela 19. Distribucija genotipova odabranih varijanti gena FADS2 u svakoj grupi ispitanika.

Varijanta
rs174576 rs174593 rs174616
gena FADS?2
Razblazeni Razblazeni Razblazeni
Sok od Sok od Sok od
Placebo B sok Placebo B sok Placebo B sok
aronije aronije aronije
od aronije od aronije od aronije
Homozigoti
. 9(34) 11 (41) 10 (37) 9(395) 13 (48) 11 (41) 4 (15) 7 (26) 4(15)
za ¢e$¢i alel
Heterozigoti 13 (50) 14 (51) 15 (56) 13 (50) 13 (48) 14 (52) 16 (62) 13 (48) 19 (70)
n (%)
Homozigoti
za redi alel 4(15) 2(7) 2(7) 4(15) 1 (4) 2(7) 6(23)  7(26) 4(15)
%2 test 0,40 0,85 0,81 0,49 0,78 0,68 0,54 0,92 0,68

Distribucija genotipova je odredena metodom prebrojavanja. Slaganje distribucije genotipova ispitanika sa ocekivanim vrednostima po Hardy-
Weinberg ravnotezi je ispitano primenom 2 testa.

Na kraju studije je postojala razlika izmedu genotipova u procentualnoj zastupljenosti
arahidonske kiseline za varijante rs174576 (u placebo grupi i grupi koja je pila sok od aronije) i
rs174593 (u grupi koja je pila sok od aronije) (Tabela 20). Nije bilo razlike izmedu genotipova za
zastupljenost n-3 masnih kiselina (Tabela 21). Procenjena aktivnost delta-5 desaturaze je bila razlicita
u odnosu na genotip varijanti rs174576 1 rs174593 u grupama koje su pile sok od aronije 1 placebo
(Tabela 22), kao i aktivnost delta-6 desaturaze za varijantu rs174593 u placebo grupi. Nije bilo
statisticke znacajnosti za interakciju genotip i tretman (Tabela 20 — 22).
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Tabela 20. Zastupljenost individualnih n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima plazme na kraju studije u odnosu na genotip u okviru svake grupe ispitanika.

Varijanta gena FADS2 rs174576 rs174593 rs174616

RazblaZeni sok RazblaZeni sok RazblaZeni sok
Grupa ispitanika Placebo Sok od aronije Placebo Sok od aronije Placebo Sok od aronije
od aronije od aronije od aronije

Linolna kiselina, 18:2n-6 (%)

Homozigoti za ¢es¢i alel 22,60 + 1,00 21,74 £ 0,67 23,03 + 0,68 23,11+ 0,89 21,73 £ 0,70 22,81+0,67 23,36 + 1,44 22,38+ 1,16 21,75+ 1,03
Heterozigoti 23,38+ 0,61 22,73+0,75 23,10+ 0,53 23,43 +£0,57 23,15+0,73 23,29 +£0,52 23,20 + 0,67 21,97 + 0,60 23,15+0,43
Homozigoti za redi alel 24,93 £0,63 26,95 + 0,80 21,90+ 0,72 23,41 +2,07 - 21,90 +0,72 23,61+ 0,94 24,13+ 1,24 23,44+ 1,29
p (genotip) 0,18 0,05 0,64 0,63 0,10 0,59 0,93 0,26 0,51

p (gentip X tretman) 0,28 0,21 0,35

Dihomo-y-linolenska kiselina, 20:3n-6 (%)

Homozigoti za ¢eséi alel 2,40 + 0,29 241+0,19 2,34 4024 2,43 +024 2,50+ 0,21 2,61 0,27 2,48+0,30 2,50+ 0,33 2,54+ 0,44
Heterozigoti 2,68+ 0,18 2,89 +0,24 2,86+ 0,23 2,54+0,17 2,93 +0,23 2,68 £0,22 2,54+0,21 2,73 £0,20 2,62+ 0,20
Homozigoti za redi alel 3,88+0,52 2,60+ 1,01 3,01 £0,45 4,21 +0,46 - 3,01 £045 3,53+£0,40 2,74 £ 0,40 3,11+£0,30
p (genotip) 0,06 0,35 0,28 0,02 0,09 0,81 0,12 0,61 0,47

p (gentip X tretman) 0,70 0,17 0,66

Arahidonska kiselina, 20:4n-6 (%)

Homozigoti za deiéialel  11,39+0,71 11,52 £0,45 10,53 + 0,69 11,05 + 0,74 11,36 + 0,44 10,45 + 0,63 991+£1,02  11,42+0,71 12,31+0,78
Heterozigoti 10,39 + 0,68 9,93 +£0,57 9,85 + 0,40 10,37 + 0,67 9,64 £ 0,60 9,86 £ 0,42 10,86 £ 0,60 10,47 +£0,58 9,73+0,37
Homozigoti za redi alel 7,90 £0,53 7,06 +0,16 10,01 £2,10 9,00 £ 1,45 - 10,01 £2,10 9,48 +£1,10 9,13 +0,80 9,70 £ 0,92
p (genotip) 0,04 0,02 0,78 0,27 0,03 0,79 0,43 0,22 0,05

p (genotip X tretman) 0,31 0,26 0,49

Adrenska kiselina, 22:4n-6 (%)

Homozigoti za ¢es¢i alel 0,35 +0,04 0,41 +0,03 0,35+ 0,02 0,34 £0,03 0,41+ 0,03 0,35+0,03 0,32+ 0,06 0,40 + 0,03 0,39 £ 0,06
Heterozigoti 0,32 +0,03 0,36 + 0,04 0,35+ 0,04 0,30 = 0,03 0,34+ 0,04 0,34 0,04 0,32 +0,03 0,37 £ 0,04 0,40 £ 0,04
Homozigoti za redi alel 0,50+0,13 0,24 + 0,04 0,69 + 0,27 0,58 £0,10 - 0,69 £ 0,27 0,49 £ 0,09 0,33 £0,07 0,25+0,03
p (genotip) 0,30 0,25 0,17 0,02 0,32 0,17 0,13 0,55 0,12

p (genotip X tretman) 0,06 0,22 0,24

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti. p (genotip) oznacava p vrednost poredenja homozigota za ¢e$c¢i alel, heterozogota i homozigota za redi alel u okviru svake kolone upotrebom
Kruskal-Wallis testa, p (genotip X tretman) oznacava p vrednost povezanosti genotipa sa efektima tretmana na procentualnu zastupljenost masnih kiselina, na osnovu generalnog mesovitog modela sa ponovljenim merenjima.
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Tabela 21. Zastupljenost individualnih n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima plazme na kraju studije u odnosu na genotip u okviru svake grupe ispitanika.

Varijanta gena FADS2 rs174576 rs174593 rs174616

RazblaZeni sok RazblaZeni sok RazblaZeni sok
Grupa ispitanika Placebo Sok od aronije Placebo Sok od aronije Placebo Sok od aronije
od aronije od aronije od aronije

Eikozapentaenska kiselina, 20:5n-3 (%)

Homozigoti za ¢e$¢i alel 0,52 +0,09 0,37+ 0,06 0,43 +0,06 0,50 £ 0,10 0,50+ 0,14 0,47 +0,07 0,55+0,20 0,45 £ 0,06 0,66 + 0,09
Heterozigoti 0,50 + 0,05 0,62+ 0,13 0,45+ 0,05 0,51+0,05 0,51+0,07 0,42 + 0,05 0,48 +0,05 0,46 £ 0,07 0,40 + 0,04
Homozigoti za redi alel 0,47+0,11 0,24 + 0,03 0,43 +0,18 0,49 +0,11 - 0,43 +0,18 0,52 + 0,08 0,60 £ 0,26 0,40 £ 0,12
p (genotip) 0,95 0,08 0,92 0,76 0,24 0,92 0,74 0,93 0,07

p (genotip X tretman) 0,38 0,71 0,76

Dokozapentaenska kiselina, 22:5n-3 (%)

Homozigoti za ¢es¢i alel 3,29+0,26 0,48 £ 0,05 0,51 0,06 0,50+ 0,07 0,48 + 0,04 0,49 + 0,06 0,50 +0,14 0,54 + 0,09 0,61+ 0,11
Heterozigoti 0,59 + 0,09 0,55+ 0,05 0,62+ 0,17 0,54 £ 0,08 0,54 + 0,05 0,64 + 0,18 0,53 +0,07 0,53 £0,05 0,60 +0,14
Homozigoti za redi alel 0,69 + 0,24 0,24 + 0,04 0,50+ 0,15 0,73 +0,22 - 0,50+ 0,15 0,69+ 0,15 0,39 £ 0,05 0,35+0,02
p (genotip) 0,38 0,05 0,84 0,78 0,19 0,98 0,48 0,23 0,06

p (genotip X tretman) 0,95 0,90 0,64

Dokozaheksaenska kiselina, 22:6n-3 (%)

Homozigoti za ¢es¢i alel 0,46 £ 0,06 2,49 +0,25 2,68 +0,35 3,04 £0,33 2,81+0,27 2,96 + 0,36 2,92 +0,39 2,64 +0,22 3,58 0,64
Heterozigoti 3,23+0,31 3,15+0,27 2,90 + 0,22 3,37+0,26 2,89 +0,27 2,70 +£0,19 3,39+£0,25 2,91 +0,31 2,64 +0,17
Homozigoti za redi alel 2,27+0,48 2,21+0,44 2,66 +0,76 2,39+0,50 - 2,66+ 0,76 2,48 +£0,38 2,79+0,39 2,82+0,59
p (genotip) 0,22 0,07 0,59 0,34 0,32 0,96 0,14 0,94 0,35

p (genotip X tretman) 0,47 0,62 0,26

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti. p (genotip) oznacava p vrednost poredenja homozigota za ¢e$ci alel, heterozogota i homozigota za redi alel u okviru svake kolone upotrebom
Kruskal-Wallis testa, p (genotip X tretman) oznacava p vrednost povezanosti genotipa sa efektima tretmana na procentualnu zastupljenost masnih kiselina, na osnovu generalnog mesovitog modela sa ponovljenim merenjima.
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Tabela 22. Procenjena aktivnost desaturaza na kraju studije u odnosu na genotip u okviru svake grupe ispitanika.

Varijanta gena FADS2 rs174576 rs174593 rs174616

Grupa ispitanika Placebo Sok od aronije Razblazeni sok Placebo Sok od aronije Razblazeni sok Placebo Sok od aronije Razblazeni sok
od aronije od aronije od aronije

Aktivnost delta-5 desaturaze

Homozigot za ¢es¢i alel 5,41+0,80 5,04 +0,39 4,90 0,52 5,04 +0,75 4,84+0,37 4,52+0,54 4,09 +0,41 4,89 +0,55 5,34 +0,98

Heterozigoti 4,02 +0,26 3,58+0,20 3,82+£0,42 4,37+0,48 3,43+0,22 4,03+0,43 4,81 +0,55 4,03+0,32 4,16+0,38

Homozigoti za redi alel 2,11+0,24 3,17+1,17 3,50+ 1,22 2,15+£0,29 - 3,50+ 1,22 2,90 £ 0,52 3,62+ 0,40 3,20 +0,38

p (genotip) 0,01 0,02 0,17 0,02 0,02 0,71 0,15 0,26 0,20

p (genotip X tretman) 0,93 0,74 0,70

Aktivnost delta-6 desaturaze

Homozigoti za ¢es¢i alel 0,11£0,02 0,11+0,01 0,10+0,01 0,11 +0,01 0,12 +0,01 0,12+ 0,01 0,11+0,02 0,12 £0,02 0,12 +0,02

Heterozigoti 0,12+0,01 0,13 £0,02 0,13+0,01 0,11 +0,01 0,13+0,01 0,12 +0,01 0,11+0,01 0,13+0,01 0,12+0,01

Homozigoti za redi alel 0,16 £0,02 0,10+ 0,04 0,14+ 0,02 0,19+ 0,03 - 0,14 +0,02 0,15+0,01 0,12 £0,02 0,13 +£0,02

p (genotip) 0,10 0,69 0,34 0,04 0,19 0,75 0,08 0,49 0,63

p (genotip X tretman) 0,65 0,18 0,70

Vrednosti su prikazane kao srednja vrednost + standardna greska srednje vrednosti. p (genotip) oznacava p vrednost poredenja homozigota za ¢e$ci alel, heterozogota i homozigota za redi alel u okviru svake kolone upotrebom
Kruskal-Wallis testa, p (genotip X tretman) oznacava p vrednost povezanosti genotipa sa efektima tretmana na procentualnu zastupljenost masnih kiselina, na osnovu generalnog mesovitog modela sa ponovljenim merenjima.
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S. DISKUSIJA

Humane interventne studije su pokazale da sokovi od voca i povréa, koji sadrze polifenole,
minerale 1 vitamine, mogu da uticu na krvni pritisak i lipidni profil (Zheng i sar., 2017b). Nije poznato
koliko tome doprinose polifenoli, ¢ije dejstvo zavisi od razli¢itih faktora, medu kojima su uneta koli¢ina
polifenola (Giglio 1 sar., 2018), ali i pol 1 geneticka osnova ispitanika (Milenkovi¢ i sar., 2017). U ovoj
doktorskoj disertaciji su ispitivani efekti dve koli¢ine polifenola soka od aronije na faktore rizika za KVB
1 masnokiselinski profil plazme pacova i coveka. Dodatno, u animalnoj studiji je analiziran status masnih
kiselina jetre, a u humanoj studiji povezanost efekata aronije sa polom i varijantama gena FADS?2
(rs174576, rs174593, rs174616).

5.1. Efekti polifenola soka od aronije na krvni pritisak u humanoj studiji

Sa nastankom KVB su pozitivno asocirane vrednosti normalnog i visokog normalnog krvnog
pritiska (120/80 — 129/89 mm Hg) (Han 1 sar., 2019). Zato Evropsko kardiolosko drustvo preporucuje
promene u nacinu zivota, kao $to su navike u ishrani (Piepoli i sar., 2016).

Na pocetku naSe studije je prose¢na vrednost SBP-a ucesnika bila veca od optimalnih (123,27 +
14,80 mm Hg). Nakon cetiri nedelje zabelezeno je smanjenje SBP i DBP u sve tri grupe (placebo,
razblazeni sok 1 sok od aronije), poredenjem sa pocetnim vrednostima. Literaturni podaci ukazuju da je
doslo do smanjenja krvnog pritiska kod gojaznih ispitanica koje su svakodnevno pile 100 mL soka od
aronije tokom cetiri nedelje (Kardum i sar., 2014a), kao i kod muskaraca koji su unosili 250 mL soka
dnevno tokom Sest nedelja (Skoczyfiska i sar., 2007). U brojnim studijama ispitivan je uticaj polifenola
na krvni pritisak, ali rezultati nisu usaglaseni. Zhu i saradnici (2016) su na osnovu meta-analize
randomizovanih klinickih studija zakljucili da suplementacija antocijanima ne dovodi do promena SBP
1 DBP, ali je meta-analiza Garcia-Conesa i saradnika (2018) pokazala da unos voca koje sadrzi antocijane
zna¢ajno smanjuje krvni pritisak ljudi. StaviSe, in vitro istrazivanja su pokazala da antocijaninski
ekstrakti aronije i borovnice, kao 1 sok od aronije, stimuliSu endotel-zavisnu dilataciju koronarnih arterija
(Bell 1 Gochenaur, 2006; J. Kim 1 sar., 2013). Ali, uocene promene krvnog pritiska u nasoj studiji ne
mogu biti pripisane polifenolima, poSto je on bio smanjen i kod ispitanika koji su pili placebo, bez
statisticke zna€ajnosti izmedu tri grupe. Placebo-kontrolisane studije su pokazale razlicite efekte. Dnevni
ambulatorno izmeren DBP je bio smanjen u grupi ispitanika koji su pili 300 mL soka od aronije sa
dodatih 3 g mlevenih suSenih aronija u odnosu na grupu koja je unosila placebo (Loo i1 sar., 2016). Alj,
Xie 1 saradnici (2017) su zabeleZzili smanjenje DBP nakon Sest nedelja samo u placebo grupi u odnosu
na onu koja je unosila 500 mg ekstrakta aronije dnevno. Sok od cCetiri vrste vo¢a, medu kojima je bila 1
aronija, je smanjio SBP nakon Sest nedelja, u poredenju sa placebom (Tjelle 1 sar., 2015).

Sokovi od aronije i1 placebo koris¢eni u nasoj studiji su sadrzali kalijum (220 mg/100 mL), za koji
je pokazano da ima uticaj na smanjenje krvnog pritiska (Filippini i sar., 2017; Loo i sar., 2016). Medutim,
ta koli¢ina je bila manja od preporu¢enog dnevnog unosa za ostvarivanje navedenih efekata (3500 mg)
(Filippini i sar., 2017).

Rezultati ove disertacije ukazuju na znacaj placebo-kontrolisanih studija, kao 1 na potrebu za
dodatnim ispitivanjima potencijalnog antihipertenzivnog efekta soka od aronije.

5.2. Efekti polifenola soka od aronije na telesnu masu u animalnoj 1 humanoj studiji

Gojaznost povecava rizik od nastanka KVB (Csige 1 sar., 2018). Dosadasnje studije nisu potpuno
razjasnile da li dijetarni polifenoli uticu na telesnu masu ljudi (S. Wang i sar., 2014; Castro-Barquero 1
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sar., 2018; Farhat 1 sar., 2017). In vitro istrazivanja su pokazala da je pomesSani polifenolni ekstrakt
aronije, maline, borovnice i1 brusnice smanjio akumulaciju masti u adipocitima (Kowalska i sar., 2017),
kao 1 da je ekstrakt aronije sprecio diferencijaciju preadipocita (N. Kim 1 sar., 2018a).

Uprkos povecanom unosu masti, nije doslo do nastanka gojaznosti kod miseva i pacova koji su
unosili ekstrakt aronije (N. Kim 1 sar., 2018a; N. Kim 1 sar., 2018b; Takahashi i sar., 2015). U nasoj
studiji nije bilo razlike u porastu mase izmedu tri grupe zivotinja (placebo, sok od aronije, razblazeni sok
od aronije).

Ispitanici humane studije su imali prekomernu telesnu masu (srednja vrednost: 28,29 + 4,92
kg/m?) i abdominalnu gojaznost pre intervencije, ali nije doslo do statisti¢ki znacajne promene ovih
parametara pod dejstvom soka od aronije. Slicno nasim rezultatima nije bilo statisticki znacajnog
smanjenja srednje vrednosti BMI-a (26,5 + 3,5 kg/m?) ispitanika koji su unosili polifenolni ekstrakt
aronije tokom Sest nedelja (Naruszewicz i sar., 2007), kao ni kod sportista koji su pili sok od aronije
tokom cetiri nedelje (Petrovi¢ i sar., 2016). Ipak, u studiji Kardum i saradnika (2014a) pokazano je
statisticki znacajno smanjenje vrednosti BMI-a i obima struka gojaznih ispitanica nakon cetiri nedelje
unosa 100 mL soka od aronije sa 586 mg GAE polifenola. Taj sok se razlikuje od naSih po sadrzaju
polifenola i dodatom biljnom vlaknu glukomananu, koji je, prema autorima, mogao da doprinese
zabelezenim efektima (Kardum 1 sar., 2014a). Ipak, na osnovu meta-analize je zaklju¢eno da unos
glukomanana ne dovodi do statisticki znacajnog gubitka mase (Onakpoya i sar., 2014). Moguce je da su
efekti soka od aronije na telesnu masu izrazeniji kod gojaznih ljudi, pa su potrebne dalje humane
interventne studije koje ¢e uporediti uticaj ovog soka, bez dodatka vlakana, kod gojaznih u odnosu na
predgojazne ljude.

5.3. Efekti polifenola soka od aronije na glikemiju i lipidni status u animalnoj 1 humanoj
studiji

Hiperglikemija 1 dislipidemija su faktori rizika za nastanak KVB (Huang 1 sar., 2016; Piepoli 1
sar., 2016). Meta-analiza randomizovanih kontrolisanih studija je pokazala da unos antocijana, hranom
ili suplementima, dovodi do smanjenja vrednosti LDL holesterola 1 triglicerida, kao 1 povecanja
koncentracije HDL holesterola (Shah i Shah, 2018). Istovremeno, Garcia-Conesa i saradnici (2018) su
meta-analizom humanih studija zakljucili da voce koje sadrzi antocijane smanjuje vrednosti ukupnog
holesterola.

Rezultati ove doktorske disertacije su pokazali da nije bilo statisti¢ki znacajnih efekata polifenola
soka od aronije na glikemiju i lipidne parametre, osim na vrednosti LDL holesterola, koja je bila najniza
u grupi pacova koji su pili sok od aronije 1 time uneli najvise polifenola. Na osnovu toga, moguce je da
je za ostvarivanje efekta na LDL kod pacova potreban unos vece koli¢ina polifenola soka od aronije
svakodnevno tokom pet nedelja. Valcheva-Kuzmanova 1 saradnici (2007a) su takode pokazali
antihiperlipidemicne efekte soka od aronije na pacovima, koji su uz unos hrane bogate holesterolom bili
tretirani sokom u dozama od po 5 mL, 10 mL ili 20 mL/kg telesne mase. Autori su pretpostavili da
polifenoli sprecavaju apsorpciju holesterola ili njegovu sintezu, kao i integraciju u lipoproteine
(Valcheva-Kuzmanova i sar., 2007a). Na ¢elijskom modelu za enterocite, Caco-2 ¢elijama, je pokazano
da polifenolni ekstrakt aronije smanjuje ekspresiju NPC1L1 (eng. Niemann-Pick C1-Like I) transportera
na nivou iRNK i proteina, potrebnog za apsorpciju holesterola iz lumena creva. Na nivou iRNK i proteina
je zabelezeno i povecanje ekspresije ABCGS5/GS8 transportera (eng. ATP-binding cassette transporter
G5/G8), kojiucestvuje u efluksu holesterola u lumen creva, nakon ¢ega sledi njegova ekskrecija. Ekstrakt
aronije je na nivou iRNK i proteina negativho regulisao ekspresiju HMGR (eng. 3-hydroxy-3-
methylglutaryl coenzyme A reductase) 1 SREBP-2 (eng. sterol regulatory element-binding protein 2),
koji u€estvuju u sintezi holesterola, a pozitivno ekspresiju receptora za LDL, kojim se ova lipoproteinska
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Cestica uklanja iz plazme (B. Kim 1 sar., 2013). Sli¢no tome, kod Caco-2 ¢elija je antocijanski ekstrakt
crne ribizle povecao ekspresiju LDL receptora na nivou proteina (B. Kim 1 sar., 2018). Qin i saradnici
(2009) su u placebo-kontrolisanoj humanoj interventnoj studiji pokazali da antocijani borovnice 1 crne
ribizle smanjujuci aktivnost holesterol estar transfer proteina (eng. cholesterol ester transpher protein,
CETP) redukuju koncentraciju LDL holesterola u serumu. Pacovi nemaju CETP protein (Barter i sar.,
2003; Trajkovska i Topuzovska, 2017), stoga se ovim mehanizmom ne mogu objasniti efekti polifenola
soka od aronije na LDL holesterol u animalnoj studiji disertacije. Stavi$e, u naoj humanoj studiji nije
doslo do promene povisenih vrednosti LDL holesterola usled unosa soka od aronije. Takode, u studiji
koju su sproveli Kardum i saradnici (2014b) nisu zabeleZeni antihiperlipidemicni efekti nakon tri meseca,
tokom kojih su ispitanici pili 100 mL (oko 386 mg GAE) soka od aronije dnevno. Suprotno tome,
smanjenje koncentracije LDL holesterola je pokazano u studiji sa ukupnim trajanjem od 18 nedelja, sa
tim da su hiperlipidemi¢ni ispitanici pili sok od aronije tokom prvih i poslednjih Sest nedelja. Dnevni
unos soka od aronije u ovoj studiji je sadrzao sli¢nu koli¢inu polifenola kao u nasSoj humanoj studiji (oko
1000 mg GAE) (Skoczyfiska i sar., 2007). Stoga je moguce da je za ostvarivanje antihiperlipidemi¢nih
efekata kod ljudi potreban unos vece koli¢ine polifenola, duze od cetiri nedelje.

5.4. Efekti polifenola soka od aronije na vrednosti oxLDL-a u serumu ispitanika humane
studije

Povisene vrednosti oxLDL-a i odnosa oxLDL/LDL holesterol i oxLDL/ukupni holesterol su
faktori rizika za nastanak ateroskleroze i biomarkeri bolesti koronarnih arterija (Huang i sar., 2012; Lara-

Guzman i sar., 2018). Koncentracija oxLDL-a je pozitivno korelisana i sa nastankom metaboli¢ckog
sindroma (Holvoet 1 sar., 2008), dijabetesom i hipertenzijom (Koubaa i sar., 2007; Omar 1 sar., 2017).

Ovi biomarkeri su statisticki znacajno smanjeni (od 17 do 19%) u serumu ispitanika koji su pili
sok od aronije poredenjem kraja i pocetka humane studije ove disertacije. Medutim, te promene nisu bile
statisticki znacajno razli¢ite od smanjenja u placebo grupi, koja su iznosila od 4 do 7%.

Polifenoli mogu da doniraju atom vodonika iz hidroksilne grupe i time neutraliSu slobodni radikal
(Santos-Sanchez 1 sar., 2019). Superoksid je predominanti slobodni radikal u ¢elijama, koji je potreban
za nastanak reaktivnih vrsta, kao $to su hidroksil radikal i peroksinitrit (Lii 1 sar., 2010). Metanolni
ekstrakt aronije, u zavisnosti od koli¢ine polifenola, moze da neutraliSe superoksid 1 hidroksil radikal,
kao 1 da smanji lipidnu peroksidaciju (Rop 1 sar., 2010). Takode je pokazano in vitro da antocijanski
ekstrakti hibiskusa (Chang 1 sar., 2006) 1 duda (L.K. Liu 1 sar., 2008) sprecavaju oksidaciju LDL-a.

Dosada$nji literaturni podaci o efektima polifenolnog ekstrakta aronije na oxLDL nisu
konzistentni. Pokazano je da nije doSlo do promene nivoa oxLDL-a kod hiperlipidemi¢nih ljudi nakon
Sest nedelja (Xie i sar., 2017), ali 1 da je smanjen nakon istog vremenskog perioda, kod ispitanika koji su
bili na terapiji statinima posle infarkta miokarda (Naruszewicz 1 sar., 2007). ZabelezZeno je 1 da sama
terapija statinima u trajanju od dve nedelje smanjuje vrednosti oxLDL-a i odnosa oxLDL/LDL holesterol
1 oxLDL/ukupni holesterol kod pacijenata koji su imali koronarnu arterijsku bolest (Huang 1 sar., 2012).
Ipak, Naruszewicz i saradnici (2007) su pokazali da je promena u grupi koja je unosla ekstrakt aronije
statisticki znacajno razli¢ita od one u placebo grupi.

Zbog odsustva znacajnosti u poredenju izmedu grupa, rezultati pokazani u nasoj studiji ne mogu
biti pripisani polifenolima, ali ukazuju na potrebu za dodatnim ispitivanjima mogucih efekata soka od
aronije sa vecom koli¢inom polifenola na oxLDL.
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5.5. Efekti polifenola soka od aronije na masne kiseline fosfolipida u animalnoj i
humanoj studiji

Meta-analize 1 studije na velikom broju ispitanika su pokazale povezanost masnokiselinskog
sastava fosfolipida plazme i gojaznosti (Fekete i sar., 2015), dijabetesa tipa 2 (Imamura i sar., 2017) i
koronarne bolesti srca (Del Gobbo 1 sar., 2016; Q. Liu 1 sar., 2019). Na masnokiselinski profil utice
ishrana, $to je pokazano i kod pacova (Tranchida i sar., 2012; Rankovi¢ i sar., 2017) i kod ljudi (Ambring
i sar., 2006; Johns i sar., 2019).

Na kraju naSe animalne studije je udeo vakcenske kiseline bio statisticki znacajno veéi u
fosfolipidima plazme onih pacova koji su pili sok od aronije i razblazeni sok od aronije, u poredenju sa
placebo grupom, koja nije unosila polifenole. Promena zastupljenosti ove masne kiseline bi mogla imati
povoljan efekat na prevenciju nastanka KVB, jer je manja zastupljenost vakcenske kiseline u jetri i
serumu pokazana kod pacova koji su podlozni nastanku §loga (Tanaka i sar., 2013). Osim toga, vec¢i udeo
ove kiseline u fosfolipidima plazme je korelisan sa manjim rizikom od poremecaja rada srca kod
muskaraca koji su imali koronarnu bolest srca (Djoussé i sar., 2014). Prospektivna studija je pokazala
povezanost veceg udela vakcenske kiseline fosfolipida plazme sa smanjim rizikom od nastanka
dijabetesa tipa 2 (Ma i sar., 2015). Ova masna kiselina je negativno regulisala ekspresiju adhezionih
molekula ICAM-1 1 VCAM-1 na nivou proteina, kod humanih mikrovaskularnih endotelnih ¢elija u
kulturi, $to ukazuje na njenu potencijalnu ulogu u smanjenju rizika od nastanka ateroskleroze (Abbasi i
sar., 2015). Ipak, na osnovu Multi-etnicke studije o aterosklerozi je pokazana povezanost veceg udela
vakcenske kiseline u fosfolipidima plazme i smanjene procenjene stope glomerularne filtracije, $to se
povezuje sa rizikom od nastanka hipertenzije i dijabetesa (Block 1 sar., 2012).

Vakcenska kiselina se nalazi u vo¢u i povréu, u manjim koli¢inama (Shibahara i sar., 1987;
Miyatani 1 sar., 2001). Medutim, sve tri grupe pacova su hranjene istim briketima. Vakcenska kiselina
takode moze nastati i u procesu de novo lipogeneze (Marks i sar., 2013). U fosfolipidima jetre pacova
nase studije, koji su pili sok od aronije i razblazeni sok, pokazano je i smanjenje udela stearinske kiseline,
koja nastaje elongacijom palmitinske kiseline. Alternativno, desaturacijom palmitinske kiseline moze
nastati palmitoleinska, koja se elongacijom konvertuje u vakcensku kiselinu (Marks i sar., 2013). Posto
je samo u grupi koja je pila sok od aronije udeo vakcenske kiseline fosfolipida jetre bio statisticki
znaajno veci nego u placebo grupi, pretpostavljamo da je veca koli¢ina polifenola soka od aronije
stimulisala alternativni put de novo lipogeneze.

Efekti polifenola soka od aronije na vakcensku kiselinu nisu pokazani u humanoj studiji
disertacije. Najznacajnije rezultate predstavlja povecanje procentualne zastupljenosti ukupnih zasi¢enih
masnih kiselina, pre svega palmitinske kiseline, kao 1 smanjenje udela ukupnih i n-6 polinezasi¢enih
masnih kiselina, ali 1 odnosa arahidonska/eikozapentaenska kiselina u dve grupe koje su pile sokove sa
polifenolima (sok od aronije i razblaZeni sok od aronije), u poredenju sa pocetkom studije. Od navedenih
promena, kada se porede sa placebo grupom, razli¢ite su one koje se odnose na udeo palmitinske kiseline
(p = 0,05) 1 udele ukupnih i n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina (p < 0,05), u obe grupe koje su unosile
polifenole. Koli¢ina polifenola od 294 mg GAE dnevno je bila dovoljna za ostvarivanje efekata na ove
masne kiseline kod ljudi.

Sli¢no ovim rezultatima, Vauzour i saradnici (2015) su pokazali da je unos antocijanskog
ekstrakta bobica zove povecao udeo palmitinske kiseline ukupnih lipida plazme kod postmenopauzalnih
zena nakon 12 nedelja. Osim toga, pretretman HepG2 ¢elija antocijanom delfinidin-3-glukozidom (5
uM) je doveo do povecanja zastupljenosti palmitinske i stearinske kiseline u ¢elijskoj membrani, nakon
48 h (Vauzour i sar., 2015). Takode, zabelezeno je da je svakodnevni unos 300 mL soka od nara uticao
na povecanje udela zasi¢enih masnih kiselina, kao i smanjenje zastupljenosti arahidonske kiseline u
fosfolipidima plazme ispitanica koje su imale metabolicki sindrom (Kojadinovic 1 sar., 2017). Za razliku
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od naSe, dve studije su pokazale efekte soka od aronije na povecanje udela ukupnih n-3 polinezasi¢enih
masnih kiselina, posebno dokozaheksaenske kiseline, kao i na smanjenje zastupljenosti mononezasi¢enih
masnih kiselina u fosfolipidima membrana eritrocita Zena (Kardum i sar., 2014a; Kardum i sar., 2014b).

Kod ljudi koji su pili sok od aronije smo zabelezili smanjenje udela i dihomo-y-linolenske kiseline
1 arahidonske (Saini i Keum, 2018), kao i adrenske kiseline, koja moze nastati elongacijom arahidonske
kiseline (Guijas, 2012). Ove promene su bile znacajne poredenjem sa pocetnim vrednostima. Suprotno
tome, u nasoj animalnoj studiji je zabeleZeno statisticki zna¢ajno smanjenje udela arahidonske kiseline,
ali i povecanje udela dihomo-y-linolenske u fosfolipidima jetre, samo u grupi koja je pila sok od aronije.
Na masnokiselinske profile uti¢e 1 endogeni metabolizam, koji reguliSu enzimi elongaze i desaturaze (J.
Zhang i sar., 2016), ali nije bilo znacajnih efekata soka od aronije i razblazenog soka od aronije na
procenjene aktivnosti delta-5 1 delta-6 desaturaze u naSoj humanoj studiji, Sto je u skladu sa rezultatima
studije Petrovi¢ i saradnika (2016). Ipak, rezultati u animalnoj studiji ove disertacije ukazuju na moguce
efekte vece kolicine polifenola na redukovanu konverziju dihomo-y-linolenske kiseline u arahidonsku,
smanjenjem aktivnosti delta-5 desaturaze jetre. Rezultati ove disertacije ukazuju da se na osnovu
masnokiselinskog profila jetre pacova ne moze pretpostaviti kakve promene ¢e biti u zastupljenosti
masnih kiselina jetre Coveka dejstvom soka od aronije.

Procena dijetarnog unosa na osnovu 24-¢asovnih anketa ishrane je pokazala da nije bilo razlike
u dijetarnom unosu ukupnih zasi¢enih, mononezasi¢enih i1 polinezasi¢enih masnih kiselina izmedu tri
grupe ispitanika humane studije. Unos ukupnih masti 1 zasi¢enih masnih kiselina je bio visi od onog koji
preporucuje Svetska Zdravstvena Organizacija (A. Liu i sar., 2017).

Ounnas 1 saradnici (2017) su predlozili da polifenoli razi smanjuju apsorpciju linolne kiseline,
$to bi moglo da bude objasnjenje i za nase rezultate vezane za ukupne n-6 polinezasi¢ene masne kiseline.
Zbog povezanosti povecanog unosa n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina 1 rizika od koronarne bolesti
srca (Ramsden i sar., 2010), nasi rezultati se mogu smatrati povoljnim u prevenciji KVB.

U apsorpciji masnih kiselina ucestvuju transporteri koji se nalaze na apikalnoj membrani
enterocita, kao Sto je translokaza masnih kiselina ili CD36 (eng. cluster determinant 36) (T. Wang 1 sar.,
2013). Ekspresija CD36 na nivou iRNK je pozitivno povezana sa koli¢inom linolne kiseline, a inverzno
sa sadrZajem palmitinske kiseline, u miSi¢nom tkivu (Guo 1 sar., 2013).

Osim toga, polifenolni ekstrakt iz soka voc¢a Viburnum opulus je smanjio ekspresiju gena CD36
Caco-2 celija, kao 1 njihov unos masnih kiselina (Zaklos-Szyda i sar., 2019). Pretpostavljamo da bi
polifenoli aronije mogli da deluju na slican nacin, ali su potrebna dodatna ispitivanja.

Zastupljenost palmitinske kiseline u fosfolipidima plazme je korelisana sa pove¢anim rizikom od
hroni¢ne aritmije (Fretts i sar., 2014), a udeo ukupnih n-6 polinezasi¢enih kiselina sa pove¢anim rizikom
od nastanka rigidnosti zida arterija (Reinders 1 sar., 2015). Na osnovu toga, nasi rezultati sugeriSu da dve
razli¢ite koli¢ine polifenola soka od aronije ostvaruju efekte na masnokiselinski profil koji mogu imati
povoljan, ali i nepovoljan uticaj na nastanak KVB, za §ta su potrebna dalja ispitivanja i praéenja u
prospektivnim studijama.

5.6. Povezanost pola sa efektima polifenola soka od aronije na profil masnih kiselina
fosfolipida plazme

Na osnovu skorasnje meta-analize je zakljueno da nema mnogo studija koje su ispitivale da li
pol ispitanika doprinosi varijabilnosti u odgovoru na namirnice koje sadrze antocijane (Garcia-Conesa i
sar., 2018). Na primer, pokazano je da dijetarni unos polifenola kvercetina ne uti¢e na masnokiselinski
profil fosfolipida seruma i eritrocita ni muskaraca niti Zena (Burak i sar., 2017). Sa druge strane, sok od
aronije je uticao na zastupljenost oleinske 1 a-linolenske kiseline fosfolipida plazme samo kod
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rukometasa, ali ne i rukometasSica (Petrovic 1 sar., 2016). Rezultati nase studije ukazuju da je, u poredenju
sa placebo grupom, doslo do smanjenja procentualne zastupljenosti n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina
1 povecanja udela palmitinske kiseline samo kod muskaraca koji su unosili polifenole. Na osnovu toga,
pretpostavljamo da polifenoli soka od aronije u koli¢inama 294 i 1177 mg GAE postizu efekat na
fosfolipide plazme musSkaraca, ali su potrebna dodatna ispitivanja koja ¢e razjasniti mehanizam
delovanja.

5.7. Povezanost varijanti gena FADS?2 sa efektima polifenola soka od aronije na profil
polinezasi¢enih masnih kiselina fosfolipida plazme

Razli¢ite studije su pokazale da postoji povezanost varijanti gena FADS i zastupljenosti
pojedinacnih polinezasi¢enih masnih kiselina kod ljudi (Xie i Innis, 2008, Schaeffer i sar., 2006;
Minihane, 2016), S§to se moze modifikovati ishranom (Porenta i sar., 2013; Vernekar i Amarapurkar,
2016).

U ovoj doktorskoj disertaciji je prvi put ispitivana povezanost varijanti rs174576, rs174593 1
rs174616 gena FADS?2 sa efektima polifenola soka od aronije na masnokiselinski profil fosfolipida
plazme. Distribucija genotipova tri ispitivane varijante gena je bila u Hardy-Weinberg ravnotezi. Nasa
studija je pokazala da postoji asocijacija ispitivanih varijanti gena F4DS2 i procentualne zastupljenosti
arahidonske kiseline u fosfolipidima plazme. Pre intervencije su nosioci redih alela imali manje
zastupljenu arahidonsku kiselinu nego homozigoti za ¢escée alele, a to je primeéeno i na kraju studije, u
grupama koje su pile sok od aronije i placebo za varijantu gena rs174576, odnosno u grupi koja je pila
sok od aronije za varijantu rs174593. Nije zabelezena statisticki znac¢ajna povezanost ispitivanih varijanti
gena FADS? sa efektima polifenola soka od aronije.

U drugim studijama koje su ispitivale uticaj ishrane na povezanost genotipa sa udelom
polinezasi¢enih masnih kiselina u cirkulaciji i tkivima, dijetarnom intervencijom se menjao unos masnih
kiselina. Tako je, na primer, unos lanenog ulja, koje sadrzi velike koli¢ine a-linolenske kiseline, doveo
do povecanja udela eikozapentaenske kiseline u plazmi, $to je bilo manje kod homozigota za rede alele
gena FADS! (Gillingham 1 sar., 2013). Unos ulja suncokreta, izvora linolne kiseline, je u zavisnosti od
FADS genotipa uticao na zastupljenost arahidonske kiseline fosfolipida plazme (Lankinen 1 sar., 2019).
Porenta i saradnici (2013) su pokazali da je mediteranski nacin ishrane doveo do smanjenja arahidonske
kiseline u mukozi kolona homozigota za ceS¢e alele gena FADS u poredenju sa “zdravim nacinom
ishrane” koji je podrazumevao manji unos voca i povrcéa, bez n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina.
Pretpostavljamo da se odsustvo statisticki znacajnih rezultata naSe studije moZe objasniti time $to sok od
aronije ne sadrzi masne kiseline.

Ogranicenje studije je mali broj ispitanika za ovaj tip analize.
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6. ZAKLJUCCI

1. U grupi pacova Wistar soja koja je unosila sok od aronije je koncentracija LDL holesterola
bila statisticki zna¢ajno niza od vrednosti u grupama koje su pile placebo i sok od aronije
razblazen placebom (p < 0,05 za obe). Medutim, nije bilo razlike za vrednosti ostalih
ispitivanih parametara (telesne mase, koncentracije glukoze, triglicerida, HDL 1 ukupnog
holesterola) poredenjem grupa na kraju studije. Stoga, dijetarni unos polifenola aronije bi
mogao da utice na razvoj KVB kod pacova preko efekata na LDL holesterol, za §ta je bio
potreban dnevni unos od 557 mg, a nije bio dovoljan onaj od 120 mg, tokom pet nedelja.

2. Udeo vakcenske kiseline je bio veéi i u plazmi i u jetri pacova Wistar soja koji su pili sok od
aronije, u poredenju sa placebom. Zastupljenost ove kiseline je bila veca i u plazmi pacova
koji su pili sok od aronije razblazen placebom, ali ne i u njihovoj jetri. Na osnovu toga,
pretpostavljamo da je potrebna veca koli¢ina polifenola aronije za efekte na sadrzaj vakcenske
kiseline u fosfolipidima jetre pacova, u odnosu na njihovu plazmu. Uocen je 1 trend porasta
udela dihomo-y-linolenske kiseline, kao i smanjenja zastupljenosti arahidonske kiseline u
grupi koja je pila sok od aronije, u odnosu na placebo. Dobijeni rezultati ukazuju da bi veéa
koli¢ina polifenola aronije mogla imati uticaja i na metabolizam n-6 masnih kiselina u jetri
pacova.

3. U sve tri grupe ispitanika humane studije su vrednosti krvnog pritiska bile nize nakon cetiri
nedelje dijetarne intervencije u odnosu na pocetne vrednosti. Nije bilo statisticki znacajnih
razlika u promenama SBP i DBP izmedu grupa, pa se to ne moze pripisati polifenolima, ali
su potrebna dalja ispitivanja antihipertenzivnih efekata soka od aronije. Nije bilo statisticki
znacajnih efekata polifenola aronije na vrednosti BMI-a, obima struka, kao ni koncentracije
glukoze, holesterola i triglicerida u serumu odraslih ispitanika koji su imali bar jedan od
faktora rizika za nastanak KVB. Stoga, sok od aronije bi mogao da utice na prevenciju KVB
kod ljudi preko efekata na krvni pritisak, ali su potrebna dalja ispitivanja.

4. Koncentracija oxLDL-a je statisticki znacajno smanjenja samo u grupi koja je pila sok od
aronije poredenjem sa pocetkom studije. Ipak, ova promena nije bila statisticki znac¢ajno
razli¢ita od one u placebo grupi. Zato ovi efekti ne mogu biti pripisani polifenolima, ali
ukazuju na potrebu za dodatnim ispitivanjima.

5. Doslo je do povecanja procentualne zastupljenosti palmitinske kiseline 1 smanjenja udela
ukupnih n-6 polinezasi¢enih masnih kiselina u fosfolipidima plazme ljudi koji su pili sok od
aronije 1 razblazeni sok od aronije, u poredenju sa pocetkom studije i placebom. Zbog toga se
ove promene mogu pripisati polifenolima, i ukazuju da je za njihovo ostvarivanje dovoljna i
koli¢ina od 294 mg GAE dnevno. Potrebno je pratiti da 1i ¢e ovakve promene u
masnokiselinskom sastavu imati uticaj na nastanak KVB. Takode, nasi rezultati ukazuju da
su navedeni efekti bili izraZeniji kod musSkaraca. Mehanizam delovanja treba da bude
razjasnjen u buduéim istrazivanjima. Pokazana je povezanost ispitivanih varijanti gena
FADS2 (rs174576, rs174593 1 rs174616) sa procentualnom zastupljenosti arahidonske
kiseline u fosfolipidima plazme, ali ne i sa efektima polifenola soka od aronije.
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6. Efekti polifenola soka od aronije zabelezeni na animalnom modelu nisu pokazani kod ljudi
u ovoj disertaciji. Stoga, na osnovu promena u masnokiselinskom profilu jetre pacova ne
mozemo pretpostaviti kakve se promene ocekuju u jetri Coveka usled unosa soka od aronije.
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Mpwunor 1.

UsjaBa o ayTopcTBY

NoTtnucaHu-a bBurbaHa MNokumuua

6poj nngekca B53016/2013

UsjaBrbyjem
0a je QOKTOpCKa aucepTtaumja nog HacnoBom

,EdekTn nonndeHosia coka o4 apoHuje Ha kapamoBackyiapHe dakTope pusnka U MaCcHOKUCENUHCKU
npodun v aHuManHoj U XymaHoj ctyamin®.

e pe3ynTtat CONnCTBEeHOr UCTPpaxXnBadkor pana,

e [a npensiokeHa guceprtaumja y LENUHU HX Y AenoBrumMa Huje buna npegnoxeHa 3a gobujame
6u1no Koje gunnome npemMa CTyanjCkMM nporpaMmmma apyrnx BUCOKOLLIKOSICKMX YCTaHOBA,

e [a Cy pe3ynTtaTi KOPEKTHO HaBeAEHU U

e 13 HUCaM KpLLIVIO/J'Ia ayTOpCKa npaBsa U KOPUCTUO UHTENEKTYalnHy CBOjI/IHy apyrnx nuada.

MoTnuc aokropaHaa

Y beorpaay, 25.02.2021.




Mpwunor 2.

U3jaBa 0 MICTOBETHOCTU WUTaMMNaHe U eNIeKTPOHCKe Bep3unje
AOKTOpPCKOr paga

Mme v npesnme aytopa burbaHa [Mokumuua

Bpoj nHgekca 63016/2013

Crtyaumjckn nporpam Buonoruvja

Hacnos paga LEDEKTM nonudeHona coka o4 apoHuje Ha kKapanoBackynapHe dakrope
puU3nka 1 MaCHOKMCENWUHCKU Npodun y aHMManHoj n xymaHoj ctyauju®

MeHTOp ap Mapwja nnbetuh

NoTtnncaHa Burbana [Noknmuua

MsjaBreyjem ga je witamnaHa Bepaunja MOr JOKTOPCKOr pajja UCTOBETHA eSleKTPOHCKOj BEP3UjU KOjy cam
npeaao/na 3a objaBrbuBane Ha noptany AurutanHor peno3utopujyma YHuBep3uTteTa y Beorpany.

[o3sorbaBam ga ce objaBe MOju NWYHW nofjaun Be3aHu 3a JoOujake akageMCKor 3Baka AOKTopa
HayKa, Kao LITO Cy MMe 1 npe3nMe, rogmMHa n mecTto poherwa n gatym ogbpaHe paga.

OBu nuyHmM nogaum mory ce o06jaBUTM Ha MpPEXHUM CTpaHuuama aurutanHe 6ubnuoteke, y
eeKTPOHCKOM KaTanory un 'y nybnukauvjama YHmsepsuteta y beorpaay.

MoTtnuc gokTopaHaa

Y Beorpagy, 25.02.2021.




Mpwunor 3.

UsjaBa o kopuwhemwy

Oenawhyjem YHuBepauTeTcky 6ubnuoteky ,Ceeto3ap Mapkosuh® ga y OurutanHu penosntopujym
YHuBep3uteTa y beorpagy yHece Mojy AOKTOPCKY AncepTaunjy nog HacnoBoOM:

»EdeKkTn nonudeHosna coka og apoHuje Ha kKapanoBackynapHe cdakrope pusmka u
MaCHOKUCENUHCKU Npodnn y aHMManHOj U XyMaHoj cTtyamjn‘.

Koja je Moje ayTopcKo aeno.

OuvcepTauujy ca cBMM npunosuma npenao/na cam y enekTpoHCKOM chopmaTy MorofHoOM 3a TpajHO
apxuBuMpatse.

Mojy OoKTopcKy AncepTaumjy noxparweHy y fiurutanHu penosmtopujym YHusep3auTteTa y beorpagy mory
[a KopucTte CBM Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom tuny nuueHue KpeaTtueHe 3ajegHuue
(Creative Commons) 3a kojy cam ce ogny4uo/na.

1. AyTopcTBO
2. AyTopCTBO - HEKOMEpLMjanHo

3. V AyTopcTBO — HeKOMepuMjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPLMjaNHO — 4ennTn No4 UCTUM yCroBMMa
5. AytopcTtBo — 6e3 npepage
6. AyTOopCcTBO — O€enuUTu nog UCTUM ycrioBuma

(Monumo pa 3aokpyxuTe camMo jedHy o LecT NoHyReHnX nuueHun, KpaTak onuc NuuUeHLM AaT je Ha
nonehuHu nucra).

MoTnuc aokropaHaa

Y beorpaay, 25.02.2021.




1. AyTopcTBO - [lo3BOrbaBaTe yMHOXaBawe, AMCTpMOyuujy 1 jaBHO caomniiTaBawe Aena, u npepage,
aKko ce HaBefe MMe ayTopa Ha HauyuH oApefeH oA cTpaHe ayTopa unu Aasaoua NuueHue, Yak u 'y
komepuujanHe cepxe. OBO je HajcnobogHWja o4 CBUX NNLEHUMN.

2. AyTopcTBO — HEkOMepLMjanHo. [Jo3BorbaBate yMHOXaBawe, ANCTPUBYLMjy 1 jaBHO caorniiTaBawe
Aena, u npepage, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HadvH oapefheH oA cTpaHe ayTopa unu gasaoua
nuueHue. OBa nuueHua He [03BOMbaBa KomepuujanHy ynotpeby gena.

3. AyTopcTBO - HEKOMepuMjanHo — 6e3 npepage. [lo3BorbaBaTe ymMHOXaBake, AUCTPUOYLMjy 1 jaBHO
caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa Unun ynotpebe genay cBom geny, ako ce HaBeae
nme aytopa Ha HaumH oapeheH o cTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nvueHua He 403BOMbasa
KomepuujanHy ynotpeby gena. Y ogHOCY Ha cBe ocTarne nuueHue, OBOM JMLEHLOM Ce orpaHu4aBa
Hajsehun 0bmmM NpaBa kopuwhera gena.

4. AyTOpCTBO - HEKOMepuMjanHo — AenuTv noa WUCTUM ycroBuma. [Jo3BorbaBaTe YMHOXaBakse,
AncTpubyuujy 1 jaBHO caoniwiTaBake Aena, 1 npepaje, ako ce HaBede ume aytopa Ha HadvH ogpeheH
o[, CTpaHe ayTopa unu gaBaoua nuueHue 1 ako ce npepaga guctpubympa nog UCTOM UK CAMYHOM
nuueHuoM. OBa nuueHua He Ao3BOSbaBa KoMepumjanHy ynotpeby aena v npepaga.

5. AytopcTBo — 6e3 npepage. [lJo3BorbaBaTe yMHOXaBare, AUCTPUbYLIMjy 1 jaBHO caomniiTaBake Aena,
6e3 npomeHa, npeobnukoBawa unu ynotpebe aena y cBOM Aeny, ako ce HaBeae uMe aytopa Ha HauvH
ogpeheH o cTpaHe ayTopa unv gasaoua nuueHue. OBa nvueHua A03BoSbaBa KomepuujanHy ynotpeby
aena.

6. AyTOpCTBO - AenuTu nog MUCTUM ycroBuma. [Jo3BorbaBaTte yMHOXaBahe, AUCTPUBYLMjY U jaBHO
caonwiTaBawe Aena, v npepage, ako ce HaBefe MMe aytopa Ha HaumH ogpeheH og cTpaHe ayTopa unm
JaBaoua nuueHLe 1 ako ce npepaga anctpmubympa nog UCToOM Uin CrivdHoM nnueHuom. OBa nuueHua
A03BOSbaBa KoMmepuujanHy ynotpeby gena v npepaga. CnuyHa je copTBEPCKUM NnueHuama, 0aHOCHO
nvueHLamMa OTBOPEHOr Koaa.



