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.Masnokiselinski profili fosfolipida i parametri skdativhog stresa u krvi i jetri pacova Wistar
soja tretiranih ribljim uljem*

izvod
Polinezasiene masne kiseline, posebno eikozapentaenska (EB8jozaheksaenska (DHA)

masna kiselina koje ulaze u sastav ribljeg uljaipgraju n-3 familiji masnih kiselina, imaju
efekte nacitav niz fizioloSkih parametara. Zé@ balansa odnosa n-6/n-3 masnih kiselina u
fosfolipidima kao i balans iznde produkcije reaktivnih kiseo#ih vrsta i reaktivnih azotnih
vrsta s jedne i antoksidativne zastite s drugenstja od vaznosti za normalno funkcionisanje
organizma.

Suplementirali smo pacove Wistar soja dve stardede (3 i 22 meseca) u trajanju od 6 nedelja
sa ribljim uljem (EPA+DHA i vitamin E). Ispitivansu biohemijski parametri plazme,
masnokiselinski profili fosfolipida plazme i jetkao i parametri oksidativnog stresa u krvi i jetri
pomenutih zivotinja.

Dobijeni rezultati su pokazali viSe vrednosti htéesla, HDL- holesterola i triglicerida u plazmi
mladih pacova u odnosu na stare. Tretman ribljiignuldoveo je do poviSenja HDL-holesterola,
koncentracije mokkae kiseline i snizenja LDL-holesterola kod obe @grupetiranih zivotinja
dok je kod mladih tretman izazvao snizenje koneemje triglicerida a kod starih snizenje
holesterola.

Starenjem, pov@&va se sadrzaj linolne, arahidonske kiseline kakupnih n-6 MK. Tretman
ribljim uljem, doveo je do povanja sadrzaja EPA, DPA, sniZzenja koncentracije idosiske
kiseline u fosfolipidima plazme u obe starosne grapotinja. Sadrzaj oleinske kiseline je kod
mladih pacova tretmanom povizen, dok je kod stadlcova doSlo do povanja dihomoy-
linolenske kiseline. Starenjem, snizava se i sadwk@pnih n-3 MK i odnos n-6/n-3 u
fosfolipidima jetre. Tretman u Zivotinja obe staresiobi doveo je do potanja sadrzaja EPA,
DPA, ukupnih n-3, smanjenja sadrzaja arahidonskelikie u fosfolipidima jetre. Kod mladih
tretman je pow&ao sadrzaj MUFA, a kod starih SFA i PUFA.

Starenjem, poviava se lipidna peroksidacija u hepatocitima, kaktivnost SOD i koncentracija
nitrita, dok je aktivnost PON1 u plazmi d&e kod mladih pacova Sto je u korelaciji sa viSim
vrednostima HDL-holesterola u odnosu na stare pacoretman ribljim uljem kod pacova obe
starosne dobi doveo je do snizenja lipidne peraksjd, koncentracije plazma nitrita i
zastupljenosti LDH5 izoenzimskog oblika a do pomjaeaktivnosti SOD, CAT i PON1 u krvi

tretiranih Zivotinja u odnosu na kontrolnu grupujdiri pacova tretman ribljim uljem doveo je



do sniZzenja lipidne peroksidacije, koncentracij&ritai kod obe grupe zivotinja, dok je kod
mladih doslo i do snizenja aktivnosti katalaze vgganja PON1. Kod starih pacova tretman je
doveo do povéanja aktivnosti CAT, SOD i kaline SH grupa, dok se aktivhost PON1 &gjao
snizila u odnosu na kontrolnu grupu.

Tretman ribljim uljem na ispitivane zivotinje imge kardioprotektivni efekat, i dovodi do
smanjenja rizika od ateroskleroze. Tretman je dosteougradnje EPA i DPA u plazmi i u
membranama hepatocita kao i do p&@arga ukupnih n-3 MK. Promene sadrzaja pojethita
MK uticale su na balans zastupljenosti PGAl i PGM&zanoida, koji se pomeren u pravcu
spre&avanja agregacije trombocita, smanjenja zapaljamagavanja krvnog pritiska. Smanjenje
lipidne peroksidacije, koncentracije plazma nitutrvi i jetri, pove€anje mokréne kiseline u

plazmi najizrazitiji su efekti na parametre oksidabg stresa kod pacova obe starosne dobi.

Klju¢ne rei: masnokiselinski profili fosfolipida, EPA, DHAtarenje, oksidativni stres

Nauina oblast: biohemija



Fatty acids phospholipids profile and parametersxadative stress in blood and liver in Wistar
rats treated with fish oil
Abstract

Polyunsaturated fatty acids, especially eicosapentaacid (EPA) and dosahexanoic acid
(DHA) which are the content of fish oil and beldwghe n-3 fatty acid family. n-3 are known to
have effect on physiological parameters. The balasfcthe n-6/n-3 ratio in phospholipids, as
well as the balance between reactive oxygen spaciégeactive nitric species on the one side
and on the anti oxidative defense on the othenportant for the normal function of organism.
Wistar rats (3 and 22 months) were supplementeld figh oil (EPA+DHA and vitamin E) over
the period of 6 weeks. Biochemical parameters asiph, fatty acid phospholipids profiles and
the parameters of oxidative stress in blood aref kvere examined.

In young rats plasma concentrations of cholestétDll.-cholesterol and triglycerides in plasma
were increased compared to aged rats. Fish oiintiesd increased HDL-cholesterol, uric acid
and LDL-cholesterol in both groups of animals (3da22 months). Treatment decreased
triglycerides concentrations in young rats and el@sed plasma cholesterol in aged rats.
Senescence increased LA, AA and n-6 FA. Fish eattment increased EPA, DPA, decreased
AA in plasma phospholipids in both group of animdfs young rats treatment increased oleic
acid while in aged it increased DGLA. Senescena@edsed n-3 FA and the n-6/n-3 ratio in
liver phospholipids. Treatment increased EPA, DPR#&3 and decreased AA in liver
phospholipids in both group of animals. In yountg r&reatment increased MUFA while in aged
rats it increased SFA and PUFA.

Senescence also increased lipid peroxidation ir loells, as well as SOD activity and nitrite
concentration while the activity of PON1 in plasmancreased in young rats compared to aged
Wistar rats. Fish oil treatment in both groupsrafs (3 and 22 months) decreased lipid
peroxidation, concentration of plasma nitrite anBH5 and increased SOD, CAT, PON1
activity in blood. Treatment decreased lipid pedation, nitrite concentration in liver of both
groups of rats. In young rats treatment also deec@&AT activity and increased PONL1. In aged
rats treatment increased CAT, SOD activity, conegioin of SH groups while PON activity

decreased compared to control.



Fish oil treatment had cardio protective effect a@edreased risk of atherosclerosis. Treatment
increased EPA, DPA in plasma and its incorporatiohepatocyte membrane, as well as n-3
PUFA. Changes in percentage of FA affect balanc®®A1l and PGA2 eikosanoids toward
decreasing in inflammation, aggregation of plasetetd arterial blood pressure.

A decrease in lipid peroxidation and nitrite camication in the blood and liver of examined
animals, and an increase of uric acid in plasmatlaemost remarkable effects of oxidative

stress parameters in Wistar rats in both grou@s (322 months)

Keywords: fatty acids phospholipids profiles, EBAJA, senescence, oxidative stress

Scientific field: biochemistry



LISTA SKRACENICA

AA- arahidonska kiselina

ADP- adenozin-difosfat

ALA- a-linolenska kiselina

ABCA1- ATP —vezujdi transporter (eng. ATP binding casette transpdkieCA1)
AMPK - 5 - adenozin- monofosfat-aktivirana protein-kinaza (ésigadenosine monophosphate-
activated protein kinase)

ApoA, B, C, D- apolipoproteinske frakcije

AQOS- antioksidativni zastitni sistem (eng. antioxiddefense system)

CcAM P- cikli¢ni adenozin-monofosfat

CAT- katalaza

CERP- holesterol-regulatorni protein

COX-ciklooksigenaze

CPT-1- karnitin-palmitoil-transferaza-1

CTK ciklus- ciklus trikarbonskih kiselina (Krebsov ciklus)

CVD- kardiovaskularne bolesti (eng. cardiovasculagakges)

DHA- dokozaheksaenska kiselina

EPA- eikozapentaenska kiselina

ESR metoda- elektron-spin-rezonanca

FAD™- flavin- adenin-dinukleotid

FATP- transportni protein masnih kiselina (eng. fattida transport protein)
FAS- sintaza masnih kiselina (eng. fatty acid synthase

GPAT- glicero—fosfat-acil-transferaza

GSH- glutation

GSH-Px- glutation-peroksidaza

GR- glutation-reduktaza

GST - glutation-S-transferaza

HDL - lipoproteini velike gustine (eng. high densitydproteins)

ICAM-1- (eng. Inter-Cellular Adhesion Molecyle

IDL - lipoproteini srednje gustine (eng. intermediagesity lipoproteins)



| GF- insulinski faktor rasta (eng. insulin growthkcfor)

IL- interleukin

LA- linolna kiselina

L DL -lipoproteini male gustine (eng. low density lipof@ins)

L DH- laktat-dehidrogenaza

L X- lipoksin

L T- leukotrieni

L XR-X- receptor x jetre (eng. liver x receptor)

Membranski premosti - (eng. membrane rafts)

MK- masne kiseline

Mn-SOD- mangan-zavisna superoksid-dismutaza

MUFA- mononezagene masne kiseline (eng. monounsaturated fattgacid
n-3 MK- n-3 serija masnih kiselina

n-6 MK- n-6 serija masnih kiselina

NAD"- nikotinamid-adenin-dinukleotid

NADPH- nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat

NEFA- neesterifikovane masne kiseline (eng. nonesteritatty acids)
NF-pB- nuklearni faktor beta

NOS- azot-oksid-sintaza

PC- fosfatidil-holin

PE- fosfatidil-etanolamin

PG- prostaglandini

Pl - fosfatidil-inozitol

PL - fosfolipidi

PON1- paraoksonaza-1

PPAR-a -peroksizomalni proliferisti aktivirani receptor (eng. peroxisome proliferasamtivated
receptor

PS- fosfatidil-serin

PUFA- polinezastene masne kiseline (eng. polyunsaturated fattysacid
RNS- reaktivne vrste azota (eng. reactive nitric Speci

ROS- reaktivne vrste kiseonika (eng. reactive oxigeecses)



SFA- zastene masne kiseline (eng. saturated fatty acids)

SOD- superoksid-dismutazéCu, Zn-SOD- bakar,cink-superoksid-dismutaza)
SREBP-vezuji protein sterolnog regulatornog elementa (stexglfatory element-binding
protein)

TG- trigliceridi (triacilgliceroli)

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

TX- tromboksani

VCAM -1-vaskularnicelijski adhezioni protein (molekul)-1 (eng. vascuwall adhesion protein
(molecule)-}

VEGF- vaskularni endotelni faktor rasta (eng. vascatatothelial growth factor)

VLDL- lipoproteini vrlo male gustine (eng.very low depndipoproteins)

UH- ugljeni hidrati



SADRZAJ

I UVOD
I PREGLED LITERATURE

2.1 Fosfolipidi, sastav, podela i funkcija
2.1.1 Metabolizam fosfolipida
2.2 Masne kiseline
2.2.1 Biosinteza masnih kiselina i regulacija
2.2.2 Razgradnja masnih kiselina i regulacija
2.2.3 Masne kiseline i njihova bioloSka uloga
2.2.3.1 Zasene masne kiseline
2.2.3.2 Mononezasine masne kiseline
2.2.3.3 Polinezasne masne kiseline
2.2.3.4 n-3 masne kiseline

2.2.3.5 n-6 masne kiseline

2.2.4 Uticaj masnih kiselina na regulaciju genske eksijge

2.2.5 Studije 0 n-3 masnim kiselinama
2.3 Lipoproteini
2.3.1 Metabolizam lipoproteina
2.3.2 Egzogena faza metabolizma lipoproteina
2.3.3 Endogena faza metabolizma lipoproteina
2.4 Holesterol
2.5 Oksidativni stres
2.5.1 Fizioloski zn&aj ROS
2.5.2 Reaktivne kiseokne vrste

2.5.3 Oksidativna oSteenja makromolekula

[

13
14
14
15
15
16
16
17
19
21
22
22
23
25
26
27
27

32



2.5.3.1 Oksidativna o$tenja lipida
2.5.3.2 Oksidativna o%tenja proteina
2.5.3.3 Oksidativna ogtenja NK
2.5.3.4 Oksidativno o&tenja UH
2.5.4 Metode za identifikacije ROS
2.6 Antiksidativni sistem odbrane organizma
2.6.1 Antioksidativni enzimi
2.6.2 Neenzimski antioksidansi
2.6.3Vancelijski antioksidansi
2.7 Laktat-dehidrogenaza (LDH)
2.8 Paraoksonaze (PON enzimska familija)
2.9 Starenje i slobodno-radikalska teorije
2.9.1 Kalorijska restrikcija i starenje
2.9.2 Farmakoloska intervencija
2.9.3 Autofagija
I MATERIJAL | METODE
3.1 Hemikalije i reagensi
3.2 Analiza sastojaka ribljeg ulja
3.2.1 HPLC analiza tokoferola u ribljem ulju

3.3 Eksperimentalne Zivotinje i dijeta

3.3.1 Tretiranje pacova Wistar soja ribljim uljem

3.3.2 Zrtvovanije Zivotinja i priprema uzorka
3.4 Biohemijske analize krvi pacova

3.4.1 Odretivanje koncentracije hemoglobina

3.5 Odretivanje aktivnosti enzima antioksidativhe odbrane

32
35
35
35
36
36
37
38
38
39
39
40
41
41
42
43
43
43
43
44
44
44
45
45

45



3.5.1 Odreiivanje aktivnosti katalaze (CAT)
3.5.2 Odretivanje aktivnosti CuZn-SOD
3.6 Odretivanje kolcine malondialdehida
3.7 Odretivanje koncentracije nitrita u plazmi
3.8 Odretivanje aktivnosti paraoksonaza u plazmi
3.9 Odretivanje ukupnih tiolnih grupa
3.10 Odredivanje zastupljenosti LDH izoenzimskih oblika u piai
3.11 Analiza MK profila fosfolipida plazme gasnoéteem hromatografijom
3.11.1 Ekstrakcija ukupnih lipida iz plazme
3.11.2 Razdvajanije lipidnih klasa tankoslojnom hromaté€igran
3.11.3 Analiza MK fosfolipida sa GC
3.12 Analiza MK u fosfolipidima jetre i parametri oksitivnog stresa
3.12.1 Priprema tkiva jetre za analizu MK fosfolipidarget
3.12.1.1 Analiza MK fosfolipida jetre
3.12.2 Priprema tkiva jetre za analizu parametisadativnog stresa
3.12.2.1 Odrdivanje parametara oksidativnog stresa u jetri
3.13 Statistéka obrada podataka
IV REZULTATI
4.1 Analiza satojaka ribljeg ulja

4.2 Biohemijski parametri pacova Wistar soja ré&gh starosne dobi

45
45
46

46
46
46
47
47
47

48
48
49

49
49
50
50
51

52

52

53

4.2.1 Biohemijski parametri plazme kod mladih Wistar @aa tretiranih ribljim uljem 55

4.2.2 Biohemijski parametri plazme kod starih Wistargazectretiranih ribljim uljem
4.3 Profili MK fosfolipida plazme i jetre kod pacovaidtar soja raztiite starosne dobi
4.3.1Sadrzaj MK fosfolipida plazme kod pacova Wistalas@jzltite starosne dobi

4.3.2 Sadrzaj MK u fosfolipidima jetre kod pacova Wistaja razkite starosne dobi

57
59
59
60



4.4 MK profili fosfolipida plazme i jetre, aktivhostedaturaza i elongaza kod mladih i starih
pacova tretiranih ribljim uljem 61

4.4.1 Uticaj tretmana ribljim uljem na profile MK fosfipida plazme mladih pacova 62

4.4.1.1 Procenjene vrednosti desaturaza i alomgod mladih pacova u kontrolnoj grupi i

grupi tretiranoj ribljim uljem u trajanju 6 nedelja 63
4.4.2 Uticaj tretamana ribljim uljem na profile MK fodipida jetre mladih pacova 64
4.4.2.1Procena aktivnosti desaturaza i elonggetiipacova Wistar soja 65
4.4.3 Uticaj tretmana ribljim uljem na profile MK fosfipida plazme starih pacova 66

4.4.3.1 Procena aktivnosti desaturaza i elongazasnovu MK profila fosfolipida starih

pacova 68

4.4.4 Profili MK fosfolipida jetre kod starih pacova Wés pacova 68
4.4.4.1Procena aktivnosti elongaza i desatuwigeti starih pacova Wistar soja 70

4.5 Parametri oksidativnog stresa u krvi i jetri pazoazItite starosne dobi 71

4.5.1 Parametri oksidativnhog stresa u eritrocitima gpiapacova raziite starosne dobi71

4.5.2 Parametri oksidativnog stresa u jetri pacovadielstarosne dobi 72
4.6 Parametri oksidativnog stresa kod pacova Wistartsetiranih ribljim uljem 72
4.6.1 Parametri oksidativhog stresa u krvi mladih pacova 73

4.6.1.2 Relativna aktivnost LDH izoenzimskihigllkod mladih pacova Wistar soja 74
tretiranih ribljim uljem
4.6.3 Parametri oksidativhog stresa u jetri mladih Wigiacova tretiranih ribljim uljem 75
4.6.4 Parametri oksidativnhog stresa u eritrocitima gpiastarih Wistar pacova 76
4.6.4.1 Relativna aktivnost LDH izoenzimskihi&hlkod starih pacova Wistar soja 77
tretiranih ribljim uljem
4.6.5 Parametri oksidativnog stresa u jetri starih padoetiranih ribljim uljem 78

4.7 Korelacije parametara oksidativnog stresa i sgafi#é u fosfolipidima plazme i jetre
mladih i starih pacova 80



4.7.1 Korelacije parametara oksidativnog stresa i sadfkau fosfolipidima plazme 79

mladih i starih pacova

4.7.2 Korelacije parametara oksidativnog stresa i sgafifék u fosfolipidima jetre 80
mladih i starih pacova
V DISKUSIJA 82

5.1Biohemijski parametri u plazmi pacova Wistar sojdicaj suplementacije ribljim uljem82

5.2 Uticaj suplementacije ribljim uljem na masnokiaske profile fosfolipida plazme 84
| jetre pacova raalitih starosti kao i na aktivnost desaturaza i ebmag

5.2.1 Uticaj suplementacije ribljim uljem na masnokisska profile fosfolipida plazme pacova
razlicitih starosti 84

5.2.2 Uticaj suplementacije ribljim uljem na masnokisska profile fosfolipida jetre pacova
razlicitih starosti 86

5.2.3 Profili MK fosfolipida jetre kontrolnih grupa paca Wistar soja raalite starosne 89

dobi

5.2.4.Elongaze i desaturaze 89
5.3 Parametri oksidativnhog stresa 92
5.3.1 Parametri oksidativnog stresa u krvi i jetri mladgtarih pacova Wistar soja 92
posle tretmana ribljim uljem
5.3.2 Rezultati drugih studija i povezanost sa dobijerezultatima 93
5.3.2.1. Starenje i antioksidativna zastita 93
5.3.2.2. Tretman ribljim uljem i antioksidativaastita 95
VI ZAKLJU CAK 100

VII LITERATURA 104



Doktorska disertacija Tamara Popévi

I UuvoD

Polinezasiene masne kiseline (PUFA) imaju r&ik bioloSke uloge u organizmu i
zbog toga su niz godina u fokusu tiailn istrazivanja. Regulacija rasta i razvoja, rgzvo
retine i mozdanih funkcija, regulacija imunog odgmy, uticaj na karcinogenezu, kao i
uticaj na koncentraciju lipoproteina, membranskudfhost, funkciju membranskih enzima
I receptora, modulaciju produkcije eikozanoida,utagiju krvnog pritiska i metabolizam
mineranih supstanci, neke su od uloga u kojigestvuju. Dve su familije polinez&sinih
masnih kiselina n-6 i n-3, koje se biosintetiSypiekursora linolne (LA) i alfa-linolenske
kiseline (ALA) u prisustvu istog enzimskog sistemakrozomalnih desaturaza i elongaza.
Glavni metaboliki proizvodi n-3 familije su eikozapentaenska (EP20:5 n-3) i
dokozoheksaenska kiselina (DHA, 22:6 n-3). Pokanaivoa PUFA i odnosa n-6/n-3
PUFA u organizmu uie na sve pomenute uloge koje imaju. Radi&granja nezeljenih
posledica ovih porendaja, preportuje se suplemetacija ribljim uljem koje sadrzi n-3
PUFA, odnosno EPA i DHA. U literaturi je opisan ¢vebroj epidemioloSkih,
eksperimentalnih studija, studija vivo i in vitro koje su opisivale efekte suplementacije
sa EPA i DHA u razliitim dozama i duzinama trajanja. Kao pozitivni dfek
suplementacije = navedeni su  antiinflamatorni,  amrifpicni,  antiaterogeni,
kardioprotektivni, kao i hipoholesterolemijski, bipigliceridemijski i hipoglikemijski.

Oksidativni stres moze uzrokovati oksidativna 6&8tga celija i celijskih
konstituenata i time dovesti do ubrzavanja procssaenja, razvoja bolesti i smrti
organizama. Oksidativni stres predstavlja narugavhalansa izm# produkcije ROS i
RNS s jedne i antoksidativnhe zastite s druge strédingporemeaj prooksidativne-
antioksidativne ravnoteze u pravcu prve. Rava produkcija ROS dana je u raztitim
patoloSkim stanjima, kanceru, dijabetesu, ateroskie neurodegenerativnim bolestima,
reumatoidnom artritisu, stanjima ishemije/repeifzikao i pri starenju i starenjem
izazvanim oboljenjima. U naruSenoj ravnotezi RO&dgu se lipidi, proteini, nukleinske
kiseline i ugljene hidrate. Lipidna peroksidaciganajbolje izden proces, serija laanih
slobodno-radikalskih reakcija koje dovode do rammaPUFA, Sto za posledicu ima
razaranjetelijskih membrana i smielija. Ispitivanje efekata tretmana sa EPA i DHA na

parametre oksidativhog stresa zaokuplja¢cnaupaznju kako u epidemioloskim humanim
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studijama, tako i na animalnim modelima. Studijeasanalnim modelima omogavaju
ispitivanja efekata suplementacije u sistemskdgutaciji, ali i u organima Sto doprinosi
njihovom potpunijem razumevaniju.

Starenju kao biohemijskom procesu doprinose genptgkncijali vrste. Postoje
teorije starenja su se slozile u jednom da kakaijeestrikcija ili inaktivacija nutrijentno-
zavisnih puteva predstavljaju mehanizme koji deluguproduzenje Zivota kod raitih
eukariota. Starenje, kao posledica metaldii aktivnosti, utte na organizme. Veruje se
da je nemogte izbe&i oksidativha oSt&enja koja doprinose starenju. Ispitivanje efekata
tretmana sa EPA i DHA na parametre oksidativnogsstikod osoba ragiie starosne dobi
je, stoga, od interesa.

Cilj istrazivanja ove doktorske teze bio je isptiye efekata hrotme
suplementacije ribljim uljem na biohemijske paramet krvi, na masnokiselinske profile
fosfolipida plazme i jetre, i na parametre oksidabg stresa u krvi i jetri pacova Wistar
soja, razlktite starosne dobi.

Iz datog cilja proistekli su slediezadaci:

- Odrediti masnokiselinski sastav u kapsuli ribljég sa GC/MS.

- Odrediti vrednosti biohemijskih parametara plazmekantrolnim grupama i
grupama tretiranim ribljim uljem na petku i na kraju tretmana.

- Tretirati pacove Wistar soja raglie starosne dobi (3 i 22 meseca) u trajanju ot Ses
nedelja ribljim uljem.

- Analizirati masnokiselinske profile fosfolipida plae i jetre kontrolnih grupa
Zivotinja i grupa tretiranih ribljim uljem, na petku i na kraju tretmana, metodom
gasne hromatografije.

- Odrediti vednosti parametara oksidativnog stresapeKtrofotometrijskim
metodama, ELISA metodom i elektroforezom), kod ita@ih i netretiranih
zZivotinja, na poetku i na kraju eksperimenta.

- Porediti masnokiselinske profile fosfolipida i paretre oskidativng stresa u krvi i
jetri kod netretiranih i tretiranih Zivotinja u odsu na starosno doba.

Dobijeni rezultati bi trebalo da daju doprinos kalj razumevanju procesa starenja i

efekata suplementacije ribljim uljem kod starihdnosu na mlade Zivotinje.
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1 PREGLED LITERATURE

Lipidi (grcki: lipos-mast) su heterogena grupa organskih jedinjéif je zajednika
karakteristika nerastvorljivost u vodi, a uloge nganizmu su im mnogobrojne. Lipidi su
estri masnih kiselina i alkohola-holesterola, giode i sfingozina. Lipidi predstavljaju
izvore energije, strukturni su i funkcionalni elamtie ¢elijskih membrana, izvor
esencijalnin masnih kiselina, néséiposolubilnih vitamina. Oni cirkuliSu u krvi uofmi
lipoproteina, cestica koje pored proteina sadrze holesterol-estriecilglicerole i
fosfolipide. Lipidi se dele prema hemijskom sastavaelektrisanju i funkciji. Nastaju od
biohemijskih jedinica ,gradivnih blokova“ ketoacili izoprenske grupe. Prema
naelektrisanju dele se na neutralne (trigliceridolesterol, holesterol-estri) i polarne
(fosfolipidi i glikolipidi). Prema bioloSkoj funkgi dele se na rezervne (trigliceridi),
struktura nekih lipida omogava im formiranje lipozoma (fosfolipidni dvosloj).ako
sisari koriste razfite metabolkike puteve za razgradnju i sintezu lipida, neki egaimi

lipidi moraju se unositi hranom (Dowhan, 2002).

2.1. Fosfolipidi, sastav, podela i funkcija

Fosfolipidi (PL) su slozeni lipidi koji se sastopd ostataka alkohola (glicerola ili
sfingozina), masnih kiselina (MK), fosforne kisa@inazotne baze (slika 1).

U zavisnosti od alkohola koji ulazi u sastav fogfidla dele se na glicerofosfolipide i
sfinfofosfolipide. Fosfolipidi su amfipatni molekuli i kao takvi glavna su komponenta
¢elijske  membrane (lipidni dvosloj). Hidrofilne glavfosfolipida sadrze negativno
naelektrisane fosfatne grupe, dok se hidrofobnigagtoji od ostataka masnih kiselina i
okrenut je ka unutrasnjosti lipidnog dvosloja (ali). Od prirode polarnih grupa i njihove
jonizacije zavisi naelektrisanje fosfolipida (Atlstmedt, 2006). Neutralni PL su
fosfatidilholin, fosfatidiletanolamin, sfingofosipidi i lizofosfatidilholin, dok su kiseli PL
fosfatidilinozitol, fosfatidilserin, bis(monoaciljgero-fosfat (prisutan u lizozomima) i
kardiolipin (prisutan u mitohondrijama). Welijskoj membrani PL imaju asimelan
raspored, kiseli su lokalizovani na unutrasnjopmsirmembrane a neutralni ka spoljnoj

strani i izmedju njih postoji stalna dinatka ravnoteza sa PL plazme. Nivoi PL i njihovih

3
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frakcija u plazmi (fosfatidilholina, fosfatidiletatamina, sfingofosfolipida i
lizofosfatidilholina) su direktan odraz membrarsRL (Bloom,1991).

Glikolipidi
Fosiogllcariadl
— T T T
Ps PE »c ™ SHingomijelin O m oy | -omre broxidll
o
2 HH Bt

Slika 1. Membranski fosfolipidi i glikolipidi: PL-fosfolipdi, PC-fosfatidil-holin, PE-
fosfatidil-etanolamin, PI-fosfatidil-inozitol, P®4$fatidil-serin

Fosfolipidi omogéavaju odrzavanje integriteta svdelijskih membrana, prenos signala
hormona, influks jona kalcijuma. Velika pokretljstofosfolipida (lateralna difuzija i
mobilnost izmedju spoljaSnjeg i unutrasnjeg sldiffop mehanizam) baziraju se na
moguenosti prelaska iz gel (u kome sursto upakovani) u sol stanje {t®). Duzina
ugljovodonénog lanca MK koje ulaze u sastav PL, njihova néemsist, sadrzaj

holesterola u membrani su faktori koji duti na fluidnost i funkcionalnost membrana.
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Odrzavanje plazma membrane u gohstom stanju je preduslov transmembranskog
transporta (Kent, 1995).
a) b)

Ekstracelularni prostor

*hidrofilne glavel

Unutrasnjost celije

Slika 2. Shematski prikaz membranskog lipidnog dvoslo@: modela molekula
fosfolipida, sastojka membrang glave i repa fosfolipida (crveni krug-polarne glav
molekula, U-hidrofobni deo molekula)

Za membrane su karakteristi tzv. lipidni premosti (eng. rafts) (slika 3).didni splavovi,
premosti (hazivaju se jos i lipidni mikrodomeniy glazma membranski regioni od 100-
200 nm poluprénika, smanjene fluidnosti. Bogati su holesterolofosfolipidima i
sfingolipidima. Kaveole su delovi tih lipidnih presta, pljosnate strukture i predstavljaju
invaginacije membrane bogate u holesterolu, sfipgbina i holesterol- vezujem
proteinu kaveolinu, koji je uklgen u brojne signalne puteve (Ma, 2007). Membranski
premosti imaju funkciju jonskih kanala (neuroni)j ailjne su mete acilovanih proteina
(Pristera, 2012). Izmene u dijetarnom unosu MK rfikgju strukturu premosta u skladu
sa njihovom neza&nogu. Mnogobrojne studije bavile su se ulogama pojadMK u
menjanju lipidnih premosta, u menjanju njihove &ek, okruzenja i distribucije $to moze
uticati na produkciju nekih citokina u inflamatamistanjima (Brown, 2000, Ehringer,
1990).
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Slika 3. Shematski prikaz lipidnog dvosloja memieraf. standardni lipidni dvosloj 2.
lipidni premost (eng.raft)

2.1.1. Metabolizam fosfolipida

Formiranje, razgradnja i obnavljanje membrane pesdia dinaméan i stalan proces.
Sinteza fosfolipida odvija se u citosolu u okolmeémbrane endoplazaritiog retikuluma
koja je bogata proteinima koji u toj sinteziestvuju.

Metaboltki put PL (glicerofosfolipida ili sfingolipida) idepreko formiranja CDP-
odgovarajdih derivata. U reakciji CDP-diacilglicerola (aktigni molekul fosfatidne
kiseline) i inozitola nastaje fosfatidil-inozitoFosfatidiletanolamin u reakciji sa serinom
sintetiSe fosfatidil-serin reverzibilnom izmenom zbaPE sa molekulima L-serina.
Sfingolipidi (SPL) se sintetiSu reakcijom CDP-haljrsfingozina i acil-CoA ili alternativho
preko ceramida (N-acetil-sfingozina). Ukratko, aalgn trifosfat (ATP) fosforiliSe OH
grupu holina ili etanolamina uz pohoholin-kinaze i etanolamin-kinaze i nastaju
fosfoholin ili fosfoetanolamin. Oni se aktiviraju neakciji sa CTP, dolazi do stvaranja
CDP-holina i CDP-etanolamina. 1z CDP-holina i CDBrelamina, u reakciji sa 1,2-
diacilglicerolom (DAG) nastaje fosfatidil-holin @&in) i fosfatidil-etanolamin. (Dowhan,
2002).
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2.2.  Masne kiseline

Masne kiseline (MK) su karboksilne kiseline sa dugierazgranatim ugljovodaimim
lancem (repom). Lanac MK sadrzi tege paran broj ugljenikovih atoma (4-28).
Najzastupljenije su MK sa 16 i 18 C- atoma. Prdirmgu ugljenikovih atoma u lancima
dele se na MK kratkih lanaca (sadrze < 8 C-atosraynjih (sadrze 8-12 C-atoma) i dugih
lanaca (sadrze > 12 C- atoma) (Ehringer, 1990).

U zavisnosti od prisustva ili odsustva dvogubihas&K mogu biti zasiene (eng.saturated
fatty acids, SFA) i nezasne. Prema broju dvogubih veza mogu biti mononégasi MK
(MUFA-eng. monounsaturated fatty acids) i polineégse MK (PUFA-eng.
polyunsaturated fatty acids) (Tvrzicka, 2011). PUkskakteriSe pentadienska (-CH=CH-
CH,-CH=CH-) struktura dvostrukih veza. Prema konfigyradvogubih veza masne
kiseline se javljaju wcis (preovladava u prirodi) frans konfiguraciji. Masnokiselinski
profili su speciféni za vrste i za tkiva. U zivotinjskim tkivima naigtupljenije su MK sa
16 i 18 C-atoma (palmitinska, stearinska, oleinskaolenska kiselina). Masne kiseline
sisara dostizu duzinu lanca od 24 C-atoma, i 6 doitgveza. MK sa lancima kiisn od
14 i duzim od 22 C-atoma su prisutne u zanemamjikoncentracijama (Nelson, 2005). U
Tabeli 1 prikazane su MK koje se &age sréu u zivotinjskim mastima.

Masne kiseline se u organizmu mogdinadva oblika: kao slobodne (free fatty acids-FFA
ili NEFA) ili esterifikovane MK. U fizioloskim usleima slobodne MK su u jonizovanom
obliku. U plazmi slobodne masne kiseline su repdro vezane za albumin, a u manjem
iznosu za globuline i lipoproteine (oko 5% od ukipMK u krvi). Najveti deo MK u
cirkulaciji je esterifikovan, vezan u obliku trigbrida, holesterol-estara i fosfolipida
(Simopoulos 1999).
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Tabela 1. MK koje se n&g<e nalaze u Zivotinjskim mastima
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2.2.1. Biosinteza masnih kiselina i regulacija

De novosinteza MK odvija se u jetri, masnom tkivu, glaa, mozgu. Acetil-CoA je
prekursor svih ugljenikovih atoma u MK. Nastajeg@njom aminokiselina (citosolni),
oksidativnom dekarboksilacijom piruvatgoksidacijom MK u mitohondrijama. Sinteza
MK zapciinje karboksilacijom acetil-CoA do malonil-CoA u igustvu acetil-CoA-
karboksilaze. Procesima redukcije i dehidratacetii reakcije) dolazi do elongacije
butiril-SACP uz potrosnju NADPH do 16 C-atoma, galmitoil-CoA (Gunstone, 1994).
Ukratko, acetil-CoA i ACP (acil-noge protein) uz pomé acetil-CoA ACP-transacilaze
stvara acetil-ACP, koji u reakciji sa malonil-AChRialaje acetoacetil-ACP. Acetioacetil-
ACP se uz pomb NADPH i enzima p-ketoacil-ACP-reduktaze redukuje do [B-
hidroksibutiril-ACP. Procesom dehidratacije, u pswu B-ketoacil-ACP-dehidrataze,
nastaje a,p-trans-butenoil-ACP. Uz deXe molekula NADPH i enzima enoil-ACP-
reduktaze nastaje butiril-SACP. U nastavku kroofqvljenih krugova elongacije nastaje
palmitoil-ACP, odnosno palmitat (Slika 4).

Enzim MK sintaza (eng. fatty acid syntase-FAS) l@vgi multifunkcionalni enzim koji
katalizuje sveukupan put palmitata (Smith 2003)SH& aktivna u jetri i adipoznom tkivu.
Uloga ude novosintezi varira medju vrstama. Kod ljudi, jetraglavno mestale novo
lipogeneze, dok se kod pacova sinteza masnih ke&elivija i u jetri i u adipoznom tkivu
(Pullen 1990). Regulacija enzimske aktivnosti calv§e kroz nekoliko mehanizama.
Aktivacija FAS se reguliSe hormonima (insulin, ghgion) (Sul, 2000). Insulin aktivira
sintazu MK dok glukagon i kateholamini inhibirajyenu aktivhost (CAMP-zavisnom
fosforilacijom). Regulacija aktivhosti FAS se tdko odvija i sa intracelularnom
koncentracijom MK, njihovo povanje smanjuje FAS aktivnhost (Wiegman 2003).
Regulacija genske ekspresije acetil-CoA- karboksilkompomente FAS insulinom i sa
MK je uglavnom posredovana transkripcionim faktajnkao Sto su sterol- regulatorni
element-vezujéi proteini (SREBPs) (Kim 2002), a delitmo i nuklearnim receptorima
kao Sto su LXRs (Yamamoto 2007). Péamwa ekspresija SREBP-1a Zago povéava
ekspresiju gena, uklgenih u sintezu holesterola i FAS, i izaziva odgay&u
akumulaciju holesterola i triglicerida. Paama ekspresija SREBP-1c uzrokuje samo

selektivnu indukciju lipogenskih gena, bez efekatagene za sintezu holesterola (Eberle

9
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2004). SREBP-1 i FAS geni se eksprimiraju i koegliru tkivima koja sintetiSu MKle

nova

mitohondrija

malonil CoA ———
MK sintaza

palmitat

MK Acil-CoA

triacil glicerol

aktivacija

inhibicija

pod d
regulacijom

Slika 4. Regulacija biosinteze i razgradnje MK

U sintezi masnih kiselin&iji je ugljovodonini niz duzi od 16 C-atoma, kao i viSe
nezastenih MK westvuju mikrozomalni enzimi elongaze i desatur&engacija MK se
deSava krozetiri koraka sukcesivne kondenzacije malonil-CoAcil-CoA. Reakcije su
pratene NADPH- redukcijom, dehidratacijom i ponovljeaenredukcijom (NADPH) koje

10
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vode elongaciji lanca (Larsson, 1994). Sistemi tigaaa katalizuju stvaranje dvostrukih
veza u molekulima MK. Kod sisara postoje 4 tipaatiesazar®, A®, A%, A*. Supstrati su im
aktivirane MK u formi acil-CoA (iz organizma ili @te hranom). Delovanjem desaturaza
nastaju MK n-9, n-6 i n-3 serije, metaboliti palmske, linolne (LA) ia-linolenske
kiseline (ALA). Desaturacija LA i ALA se odvija podejstvom A®-desaturaze, dok je
desaturacija dihomg-inolenske do arahidonske kiseline (AA) odieea aktivnodu A>-
desaturaze (Slika 5). Sisari nemajtf i A™-desaturaze koje katalizuju konverziju oleinske
kiseline u LA i ALA. Zbog toga jede novosinteza polinezagnih n-6 i n-3 MK
neizvodljiva. Buddi da su bithe za organizam moraju se unositi hrariwimog |
Zivotinjskog porekla. U organizmtoveka one pomazu funkcionisargjelija i organa, a od
njih se stvaraju jedinjenja gha hormonima (prostaglandini, leukotrieni) kojicutina
vaskularni tonus, zgrusavanje krvi, nivo lipida ik imunolosko stanje. Dejstvom®-
desaturaze u jetri (stearil-CoA desaturaze), uvgdie dvogubecis veze naA® poloZaju
(pri ¢emu iz stearil-nastaje oleil-CoA, dok iz palmitoilastaje palmitoleil-CoA) vrsi se
konverzija SFA u MUFA (Kim, 1989).

11
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Slika 5. Biosinteza n-6 i n-3 familije polinezéesnih MK

12
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2.2.2. Razgradnja masnih kiselina i regulacija

Masne kiseline, pre nego Sto se oksiduju, morajsedaktiviraju u ATP-zavisnoj reakciji
acilovanja u kojoj nastaje acil-CoA. Proces altipaje katalizovan sa najmanje tri acil-
CoA sintaze (tiokinaze), nastajanju acil-CoA prethetvaranje acil-adenilat anhidrida.
lako se aktivacija masnih kiselina deSava u citnsobksidacija se odvija u
mitohondrijama, dakle neophodan je transport ao#Ckroz unutraSnju membranu
mitohondrija (Mead, 1958).

Proces translokacije posredovan je spé&uifn proteinskim nosgm (CPT-I) koji
transportuje acil-karnitin u mitohondriju, a slolaodkarnitin u citosol (Kerner and Hoppel,
2000). Acil-CoA transport se obavlja kroetiri reakcije: acil-grupa citosolnog acil-CoA se
prenosi na karnitin, tako uz osloldaaje CoA u citosol. Acil-karnitin se transportuje u
mitohondrijalni matriks transportnim sistemom. Hjigr oslobdena hidrolizom acil-
karnitina omogtiava prenos acil-grupa na CoA, a oskidra karnitin se vréa u citosol.
Celija na taj nain odrzava citosolni i mitohondrijalni ,pool* CoAviitohondrijalni CoA
ucestvuje u oksidativnoj degradaciji piruvata i nek#K, dok citosolni @estvuje u
biosintezi masnih kiselina (Bridle 1985).

Beta-oksidacija masnih kiselina se odvija kroz dkoge: Iz acil-CoA, uz pombenzima
acil-CoA dehidrogenaze, formira se trang-dvostruka veza, odnosno nastaje trafs-
enoil-CoA. Hidratacijom dvostruke veze, u prisusenoil-CoA-hidrataze stvara se 3-L-
hidroksiacil-CoA. Dehidrogenizacijonfi-hidroksiacil-CoA, uz pom® 3-L-hidroksiacil-
CoA-dehidrogenaze nastaj@-ketoacil-CoA. Raskidanjem &g veze u reakciji tiolize
(Claisen estarskim cepanjem), pamaiol-grupe drugog molekula CoA, u prisustgu
ketoacil-CoA-tiolaze, formira se acetil-CoA i noatil-CoA, koji sadrzi 2C atoma manje
nego p@etni (Macfarlane, 2008).

Mitohondrija sadrzi 3 acil-CoA-dehidrogenaze spénié za kratke, srednje i dugotame
MK-acil-CoA. Reakcija katalizovana ovim enzimom juklje uklanjanje protona sanG
transfer vodonikovog jona sagCna FAD. Rezultujti FADH, se reoksiduje u
mitohondrijalnom elektron-transportnom-lancu. Digdiacija ovog enzima moze dovesti
do iznenadne smrti novorodjgadi (McGarry 1989).

Svaki krug oksidacije masnih kiselina produkuje INA 1FADH,, lacetil-CoA.
Oksidacija acetil-CoA u CTK ciklusu generiSe dodathFADH, i 3NADH koji se
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reoksiduju kroz oksidativhu fosforilaciju uz stvaj@ ATP-a. Kompletna oksidacija
molekula MK je egzoterman proces, u kom nastajepualekula ATP. (npr. oksidacijom
palmitinske kiseline dobija se 129 molekula ATP.

Pod uslovima kad je povano preuzimanje MK jetrgesto produkuje velike kdline
ketonskih tela, acetoacetata i beta-hidroksibatitatprocesu ketogeneze. Ketogeneza je
poveana i kada nizak nivo insulina dovodi do aktiva€ijeT-I povéanog transfera MK u
mitohondrije. Konverzija acetil-CoA do ketonskiHad&pre nego kompletna oksidacija u
CTK ciklusu) rezultuje smanjenom sintezom ATP/mii{ (Hegardt 1999).

Ketogeneza (kao i biosinteza holesterola) je kdistoa indirektno sa CPT-I i direktno
aktivnogu mitohondrijalnog regulatornog enzima 3-hidroksnatilglutaril-CoA (HMG-
CoA) sintaze. Aktivnost se reguliSe preko dva méraa: sukcinilacijom (kratkorma
regulacija) i transkripcijom (dugotoa regulacija). Kada se sukcinil-CoA ,pool* pdee
kao rezultat powsanog fluksa glikogenskih metabolita, sukcinil- gauge vezuje za
regulatornu subjedinicu HMG-CoA sintaz&ime se enzim inaktivira. Oba kontrolna

mehanizma su pod uticajem nutritivnih i hormondkiktora (McGarry 1989).

2.2.3. Masne kiseline i njihova bioloSka uloga
2.2.3.1. Zasiéene masne kiseline

Kratkolartane zasiene masne Kkiseline (SFA), kao Sto sucedima kiselina (2:0),
propionska (3:0 i buterna kiselina (4:0), nastajefragmentacijom vlakana u
proksimalnom kolonu (debelom crevu). Buterna kiseli deliméno propionska kiselina
koriste se u metabolizmu, proliferacigelijskoj replikaciji kolonocita (Gunstone 1994).
Kaprilna (8:0) i kaprinska (10:0), koje se direktresorbuju, su MK srednjih lanaca.
Njihov intramitohondrijski transfer ne zahteva psstvo karnitina ili karnitin-palmitoil-
transferaza. MK srednjih lanaca koriste se u elmeraishrani za vreme kalorijske
restrikcije, za vreme nekih strogo odeaih rezima ishrane (kod gojaznih pacijenata).
Dugolartane SFA, laurinska (12:0), miristinska (14:0), péimska (16:0) i stearinska
(18:0), imaju zné&ajan aterogeni i trombogeni potencijal. Unos dugtdaih SFA
pove&ava nivo serumskog holesterola, LDL-holesterolay(éow density lipoproteins), Sto

je povezano sa gojazrtaSi vodi ka povéanom riziku od kardiovaskularnih oboljenja
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(CHD). Stearinska kiselina ima protektivni efekatproces ateroskleroze. Péagje SFA
u membranskim lipidnim premostima joS uvek nijgaaajeno (Nelson 2005).

SFA vrlo dugékih lanaca behenska (22:0), lignocerinska (24:0)ga se u zn&jnim
koncentracijama kod naslednih metatkih poremeéaja (Zellweger-ov sindrome,
Refsum-ova bolest). Kod obolelih od ovih bolestipzgivni efekti postizu se

suplementacijom n-3 PUFA.

2.2.3.2. Mononezagene masne kiseline

Mononezasiene masne kiseline (MUFA) sis konfiguracije. Glavni predstavnici MUFA
su oleinska kiselina (18:1 n-9), vascenska (187) npalmitoleinska kiselina (16:1 n-7).
Oleinska kiselina ima antiaterogena i antitrotnli svojstva, povi@va odnos HDL/LDL
holesterola. Inkorporacija oleinske kiseline u ktdeol-estre, trigliceride i fosfolipide
lipoproteinskih ¢estica ima uticaj na smanjenje lipoproteinske cksjd. U sastavu
membranskih lipida oleinska kiselina reguliSe fhodt ¢elijske membrane, efikasnost
transmembranskog transporta £gatna transdukciju signala (Mead 1971).
Mononezasiene masne kiselinérans konfiguracije su elaidinska (18:1 n-9t) i trans-
vascenska (18:1 n-7t) kiselina. Trans-masne kisaBpoljavaju aterogene efekte. Glavni
izvori trans MK su margarini nastali iz hidrogenianih biljnih ulja korigenjem
neodgovarajéeg katalizatora. Hidrogenizovane masti koriste ssdustriji brze hrane, ali
primenom novih tehnoloSkih procesa &amao je smanjena produkcijransmasnih
kiselina (Larson 1994).

2.2.3.3. Polinezagene masne kiseline

Polinezasiene MK (PUFA) imaju viSe dvogubih veza. U organizrmgestvuju u:
regulaciji rasta i razvoja, razvoja retine i moziafunkcija, regulaciji imunog odgovora,
uticu na pojavu karcinogeneze. Endogene PUFA uglavnopagaju n-9 familiji MK.
Linolna kiselina (18:2, n-6) a-linolenska kiselina (18:3, n-3) su esencijalne Mdje se
moraju unositi hranom, dakle ne mogu se sintetidatinovo Esencijalne MK imaju

antiaterogene i antitromine efekte. Utiu na koncentraciju lipoproteina, membransku
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fluidnost, funkciju membranskih enzima i receptaradulaciju produkcije eikozanoida,

regulaciju krvnog pritiska i na metabolizam minarél'vrzicka, 2011).

2.2.3.4. n-3 masne kiseline

Prekursor n-3 PUFA familije je-linolenska kiselina (18:3, n-3; ALA). Glavni metalgki
proizvodi su eikozapentaenska (EPA, 20:5, n-3)kodaheksaenska kiselina (DHA, 22:6,
n-3) kao i dokozapentaenska kiselina (DPA, 22:3).nkzvori ALA su semena i l&&
biljaka kao Sto su lan, soja, ribizla i njihovgaulMetaboliti EPA i DHA mogu se uzimati
iz ribe (sardina, losos, tuna) i ribljih préevina i ulja. Kao ligandi peroksizomalnog
proliferiSuteg aktiviranog receptora (PPAR; n-3 PUFA imaju efekte na metabolizam
lipida. Smatra se da PPA&R-smanjuju lipogenezu i VLDL sekreciju supresijoREBP-1
(eng. sterol response element binding protein). R3FA poveéavaju aktivnost
lipoproteinske lipaze, smanjuju koncentraciju C-ill potenciraju reversni transport
holesterola. Imunomodulatorski efekti n-3 PUFA swgrani sa sposobrimsda supresuju
aktivaciju T-limfocita. Aktivacija T-limfocita zaletva acilovane proteine lokalizovane u
membranskim premostinizlija. Povéano izlaganje n-3 PUFA ostavlja premoste praznim
(SANC, 2004). Pri unosu n-3 PUFA dolazi do smanj@neizvodnje inflamatornih i
hemotakitékih derivata, cime se smanjuje incidenca za razvoj héarh zapaljinskih
procesa i oboljenja. Adhezioni molekuli uldjyu¢i ICAM-1, VCAM-1 i E-selektin,
putem ushodne regulacije olakSavaju kretanje imuéeija u tkiva. Suplementacija sa
ALA kod ljudi, u epidemioloskim studijama, dovela ¢lo redukcije plazma koncentracije
solubilnog E-selektina, CRP-a, IL-1, IL-6. Redukcproinflamatronih citokina povezana
je smanjenim rizikom od nastanka kardiovaskulabolesti. EPA i DHA mogu inhibirati
IL-1B i TNF-a produkciju od strane monocita i nastajanje IL16-B iz endotelnih¢elija.

Poveana produkcija ovih citokina moze biti dna u stanjima zapaljenja (Schmitz, 2008).

2.2.3.5. n-6 masne kiseline

Prekursor n-6 familije PUFA je linolna kiselina (28 n-6; LA). Njeni metabodki

produkti suy-linolenska kiselina (GLA, 18:3, n-6), dihomslinolenska (DHGLA, 20:3 n-
6) i arahidonska kiselina (AA, 20:4, n-6), a u nanjkoncentracijama to su
dokozatetraenska (22:4, n-6) i dokozapentaensk&,(826) kiselina. Izvori n-6 PUFA su
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suncokretovo ulje, ulje Safranike, ulje semenkizgia. U nizim koncentracijama nalaze se
u ulju pSeninih klica, kukuruznom ulju, susamovom ulju. PUFA 1su aktivatori PPAR-
y. Uticu na produkciju citokina, po¢avaju sintezu holesterola, i smanjuju konverziju
VLDL u LDL. Suplementacija n-6 vodi smanjenju ukifprLDL i HDL holesterola i
poveanju osetljivosti LDLcestica na lipoperoksidaciju (ovaj efekat je rezultahodne
regulacije LDL receptora i aktivcije Cyp7Al). Kaigdndi PPARy pove&avaju insulinsku
senzitivnost. Arahidonska kiselina je glavni predarreikozanoida koji su potentni signalni
molekuli u i izvanéelije (EFSA, 2010).

Poreméaj nivoa PUFA i odnosa n-6/n-3 PUFA u organizmdejtizmediju ostalih faktora,
na nastanak oboljenja kao Sto su: astma, nekenawnei bolesti, neuroloSka oboljenja,
endokrinoloski poren@aji, neka maligna oboljenja. Zbog toga je izbalearsunos n-6 i n-

3 vazan za optimalan rast razvoj i funkcionisamgaaizma (Sigal, 1991).

S obzirom na to da se n-6 i n-3 familije sinteiBpomenutih prekursora u prisustvu istog
enzimskog sistema mikrozomalnih desaturaza i elmgaeakcija koju KkatalizujeA®
desaturaza je odiujuc¢i korak, afinitet ovog enzima za supstrat ailije tok sinteze.
Najveii afinitet A® desaturaza ima za ALA, manji za LA i najmaniji aimsku kiselinu
(Benatti, 2004).

2.2.4. Uticaj masnih kiselina na regulaciju genske ekspraig

ALA, EPA, DHA redukuju citokin-posredovanu indukeigkspresije inflamatornih gena u
¢elijskoj kulturi. Regulacija ekspresije inflamatdrngena posredovana je sa nuklearnim
faktorom kB (NF-kB) i peroksizom-proliferativnim akiranim receptorima (PPARS). NF-
kB u svojoj neaktivnoj formi ima inhibitornu subjectu, koja se stimuliSe fosforilacijom i
disosuje od ostatka neaktivhog NF-kB heterotrimér@ostala NF-kB jedinica prelazi u
nukleus i reguliSe transkripciju target gena (Faffy 2004). PPARe i y- nadeni su u
inflamatornim ¢elijama. Regulisani su direktnim vezivanjem PUFA eikozanoida
(Devchand, 1996).

Unos EPA i DHA (kroz riblje ulje) redukuje nivaeRNA za inflamatorne medijatore
TNF-alfa, IL-1B, i IL-6 u animalnim studijama. Takje potvdena veza izmi

inflamacije, EPA i DHA i genske ekspresije. PPARisregulisani direktnim vezivanjem
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EPA i DHA Sto rezultuje u smanjenoj LTB4 produkcijin vivo EPA i DHA imaju
potentnije dejstvo na PPARSs od ostalih MK (Fann 2803).

Slika 6. Uticaj n-3 i n-6 na gensku ekspresiju
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2.2.5. Studije o suplementaciji n-3 masnim kiselinama i tljim uljem

Poslednjih desetak godina uloga n-3 masnih kiagérdosta izéavana. Suplementacija n-
3 masnim kiselinama putem hrane, ulja, dijetetskiplemenata u humanim, animalnim i
in vitro studijama, doprinela je i izdenju zaklj&aka o efektima n-3 MK na organizam. U
studiji Breslow i saradnika, od 14 prospektivnihhkat studija u kojima su postojale
suplementirane i nesuplementirane grupe ispitanikB2 je suplementacija sa n-3 MK
pokazala benefit efekte na kardiovaskularni sistéBreslow, 2006). Takie, u
randomoziranim kontrolnim studijama (eng, randomiizentroled studies), RCT (DART)
zakljuéeno je da umeren unos ribe (2-3 porcije nedeljtm,o8igovara dozi od 500-800
mg/dnevno n-3 (EPA+DHA)) moze redukovati mortalket ljudi koji su u fazi oporavka
od infarkta miokarda (Levitan 2010). Zakdpk o pozitivnom dejstvu na kardiovaskularni
sistem zasnovan je na nekoliko efekata koje n-3 NKjucuju: prevencija aritmija
razlicitin etiologija (Breslow, 2006), snizavanje trighitcda izmerenih u plazmi (EI-Badry,
2007), snizavanje arterijskog pritiska (Far, 2018nanjenje agregacije trombocita i
poboljSanje vaskularne reaktivnosti (Anderson, 20@® i smanjenje inflamacije (Walter,
2008). U animalnim studijama izavano je antiaritndno dejstvo ribljeg ulja, redukcija
ventrikularne fibrilacije kod pacova (Chapman, 2006 vitro, (Brown, 1999) dodavanje
EPA i DHA u kulturi neonatalnih pacovskih kardiomita inhibiralo je indukciju
tahiaritmija sa ekstracelularnim kalcijumom, adirkitinom, tromboksanom. Ovi
istrazivai su ispitivali efekte ribljeg ulja i na elektrofdoSka dejstva tj. generisanje
akcionog potencijala u delidno depolarizovanim kardiomiocitima. U studiji Bresa i
sar. posebno je naglasena uloga odnosa n-6/n-8jizpdstoje podaci da je detrdesetih
godina proslog veka bio oko 4, danas dostigao ip&0cak i 20 Sto je krajnje
zabrinjavajée. Takae u studiji se naglasava i uloga ALA kao prekursoi@ i kolicine
ALA koja bi se trebala uneti kako bi se dovoljndikme EPA i DHA sintetisale (Breslow,
2006)

Studija Wakatsu i sar bavi se ulogom n-3 PUFA uvakiji PPARs receptora. Naime,
riblje ulje snizava nivoe lipida u plazmi i jetrufem PPAR-nezavisnog mehanizma. U
dijeti koja je podrazumevala riblje ulje snizio ptazma holesterol, kao i akululacija
triglicerida u jetri. Zakljgak ove studije da je inhibirana ekspresija SREBRifjim

uljem predstavlja glavni mehanizam redukcije nilipala kod miSeva (Wakatsu, 2010)
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U studiji Barone i sar. (2006), izavan je model (pacovi), NESH-a, nealkoholnog
steatohepatitisa&estog oboljenja kod ljudi sa ciljem da se ispitagal n-3 MK. S obzirom
da je eksperiment potvrdio da n-3 MK tretman dopgsinsmanjenju oSéenja jetre,
predlozene su konkretne eksperimentalne teragoj@nmi uljem kad je ova dijagnoza u

pitanju, imajii u vidu ulogu n-3 PUFA u ushodnoj regulaciji PPARKkspresije u jetri.

U studiji Anderson i Ma i sar, igavani su odvojeni efekti ALA, EPA i DHA na
kancerogena oboljenja, insulinsku rezistencijudiaraskularne bolesti. Sudije (Denmark-
Wahnefried, 2001, 2008, 2004) kod kojih jetema suplementacija lanenim semenom
(bogato sa ALA) kod muSkaraca sa kancerom proptatazale su da je doSlo do redukcije
¢elijske proliferacije i povéanja apoptoze i smanjenja PSA (prostaig speciitnog
antigena), ali se mora naglasiti da su studije potde izvesne nedostatke i zahtevale jos
dopunjavanja kako u dizajnu tako i u Koi merenih parametara. U studiji (Connolly,
1997) izvedenoj na miSevima posle tretmana sa ERA&D odreienoj dozi dolazi do
smanjenja rasta tumora prostate. Takodje veliki lmovitro studija (du Toit, 1996)
zakljuwéuju o antikancerogenom delovanju ALA, dok tretmanEPA i DHA dovodi do
dozno-zavisne inhibicije humanih kanasslija (Rose, 1991). U nemalom broju studija
pokazan je protektivni efekat EPA+DHA na rast tuandojke i metastaze kod velikog
broja modela glodara (pacova, miSeva i sl) (Hubld®@B, Rose, 1993).

n-3 PUFA povéavaju insulinsku senzitivnost, smanjéijunflamatorne medijatore. U
studiji (Far, 2010) u koju su bile ukljane Zene sa gojazrtosi insulinskom rezistencijom
suplementirane su sa EPA+DHA u dozi od 6g/dan,d&lfee praeni su im raztiti faktori
inflamacije koji su se po tretmanu smanjili u odmasa pdéetak studije. Studije na
Zivotinjama kod nekoliko modela gojaznosti i dijdsa, suplementacija je popravila
insulinsku rezistenciju i povala koncentraciju insulin-zavisnog adiponektina.AEP
DHA redukuju mRNA nivoe inflamatornih medijatorackato su TNFe, IL-1p i IL-6 u
razlicitim animalnim studijama. EPA i DHA preveniraju Bganom indukovani dijabetes i
popravljaju antioksidativni status u razlim tkivima kod pacova (Barre, 2008).

DHA tretman zn&ajno utte na lipidno okruzenje kaveola u endotelndalijama Sto

rezultuje u selektivnom premesStanju kaveolina i &l@nhibira produkciju citokina i
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signalizaciju Sto se moZe povezati sa DHA-indukavammodifikacijama kaveola u
aterosklerozi i drugim inflamatornim stanjima (Qaaxi, 2000).

EPA je vazna komponenta lipida nervni€elija sluzéi kao prekursor sinteze
prostaglandin-3, troponin-3 i LT-5. Pozitivni efedPA pokazani su u nekim neuroloskim
bolestima kao Sto je Sizofrenija (Peet, 2001),idoi ponaSanja (Perica, 2011). DHA ima
ulogu u razvoju i strukturi mozdanog tkiva i vajeaza odrzavanje kognitivnog zdravlja
kod ljudi. (Singh, 2005)

n-3 MK doprinose neuronalnoj membranskoj fluidnasidrzavanju integriteta delino
kroz nastajanje dokozanoida. Ovo je vazno u refite je koléina n-3 masnih kiselina i
najve&a. DHA reguliSe celijski transport i sinaptke funkcije (Lukiw, 2008).
Neuroprotektivna uloga n-3 ogleda se kroz uticagkspresiju nekih gena u CNS-u preko
transkripcionih faktora, a mogu dadutina neke neurotransmitere. Choikwon i sar. 6-
nedeljni tretman sa PUFA smanjuje obim infarkta gaoposle ishemije/reperfuzije u

poredjenju sa kontrolnom grupom bez tretmana.

2.3. Lipoproteini

Hidrofobni karakter lipida sptava njihov direktan transport u plazmi, pa se oni
transportuju izmedju tkiva i organa putefestica koje se ozkavaju kao lipoproteini.
Svaka lipoproteinsk#estica se sastoji iz hidrofobnog jezgra (koje stagiaod nepolarnih
komponenti: estara holesterola i triglicerida)droiffilnog omot&a (koji sadrzi amfipatni
fosfolipidni dvosloj, neesterifikovani holesteroh polarnom hidroksilnom grupom i
apolipoproteine). Ragliti sadrzaji lipida 1 apolippoproteina desticama uslovljavaju
razlicita fizicko-hemijska svojstva oviltestica (vekiina, gustina, flotaciona konstanta i
elektroforetska pokretljivost). Ultracentrifugir@mp razdvaja se pet glavnih klasa
lipoproteina: hilomikroni, liporoteini vrlo male gtine (VLDL), lipoproteini
intermedijerne gustine (IDL), lipoproteini male gue (LDL) i liporoteini velike gustine
(HDL).

Hilomikroni su lipoproteini male gustine, a vrlo Ike cestice koje se nakon
centrifugiranja izdvajaju iznad plazme u vidu tmleg prstena. Sastoje se uglavhom iz

egzogenih triglicerida i imaju ulogu transportatomolekula (Caramori, 2000).
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Lipoproteini vrlo male gustine (VLDL) imaju ulogu wansportu endogeno sintetisanih
triglicerida. Relativno su velikéestice. Sadrze i ostale lipidne komponente, a pegas
holesterol. Lipoproteini intermedijerne gustine I()Dsadrze holesterol i trigliceride
(Breslow, 1985). Lipoproteini male gustine (LDL)dsze uglavnhom holesterol u vidu
estara holesterola, tako da je njihova glavna figmKkcansport holesterola. Lipoproteini
velike gustine (HDL) sadrze od lipidnih komponehtlesterol, fosfolipide i trigliceride.

Njihova uloga je protektivna jer uklanjaju holestiez perifernih tkiva (Caramori, 2000).

2.3.1. Metabolizam lipoproteina

Metabolizam lipida se odvija u viSe faza egzogemiendogenim putem kroz procese
lipidne kaskade. Nakon varenja lipida u crevimghave apsorpcije u enterocite lipidi se
transportuju u vidu lipoproteina iz creva u jetato ¢ini egzogenu fazu u metabolizmu
lipida. Lipidi sintetisani u hepatocitima se iztrg transportuju u periferno tkivo
endogenim putem (Breslow, 198%)va dva puta se parcijalno preklapaju u stadijumu
hidrolize ¢estica bogatih trigliceridima dejstvom enzima lipatpinske i hepatne lipaze.
Pored toga HDL transportuje holesterol iz perifgrnkiva ponovo u jetru Sto predstavlja
reversni transport holesterola. U jetri se holedteretaboliSe u 4tne kiseline i izlduje iz
organizma putem Ziii fecesa. Konéna ekstrahepatna koncentracija holesterola i stepen
njegovog deponovanja u zidu krvnog suda, rezuéiataynoteze ovih procesa (Brown,
1984).

2.3.2. Egzogena faza metabolizma lipoproteina

Egzogena faza zapioje u enterocitima stvaranjem hilomikrona iz lipid komponenti i
apolipoproteina koji se sintetiSu u endoplazmatiecneetikulumu enterocita. Holesterol
unet hranom (kao estar holesterola) se absorbujetastinumu. Estri se hidrolizuju
pomau holesterol-esteraze i oslalagu se holesterol i masne kiseline (Brown, 1984).
Trigliceridi se hidrolizuju poméu pankreasne i interstinalne lipaze i uglavnhom dpga
kao slobodne MK i monogliceridi. Masne kiseline dulgnaca nakon apsorpcijéastvuju

u reesterifikaciji holesterola i resintezi TG u enocitama, dok se MK kratkih lanaca
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vezuju za albumin i tako transportuju u cirkulacijResintetisani TG, holesterol i
apolipoproteini se udruzuju i grade velike lipogioskecestice poznatije kao hilomikroni.
Hilomikroni se sastoje naj¢en delom od TG, sekretuju se u limfu i ulaze u piaz
(Miller, 2011). U plazmi hilomikroni prihvataju appoprotein C | (Apo C 1),
apolipoprotein E (apo E) iz HDL-a u zamenu za elstdesterola i apolipoprotein A. Apo
C utice na liporoteinsku-lipazu enzim koji se nalazi uskidarnom endotelu
ekstrahepatnog tkiva. Lipoproteinska lipaza hidrolizuje TG dmhikrona na glicerol i
slobodne MK koje zatim preuzimagelije. U ovom stadijumu hilomikroni se transformisu
u ostatke hilomikrona (“remnant’éestice). Vezivanje ostataka hilomikrona za
odgovarajde receptore u hepatocitima i njihovom razgradnjonistim, zavrSava se
egzogena faza metabolizma lipoproteina. Ramge hilomikrona i ostataka hilomikrona
bogatih sa TG posle obroka (postprandijalno) mazgi riticnu granicu sto dovodi do

talozenja oviktestica odnosno njihovih sastojaka u zidu arte8jeh(vartz, 1993Slika7)

2.3.3. Endogena faza metabolizma lipoproteina

Endogena faza metabolizma lipoproteina zapge stvaranjem VLDL cestica u
hepatocitima. VLDLcestice nastaju u jetri iz endogeno sintetisanih @skara holesterola,
apolipoproteina B-100 (apo B-100), koji se sinteti§ endoplazmatskom retikulumu, a
sekretuju se putem Goldzijevog aparata u cirkuladfLDL cestice se sastoje iz nekoliko
subtipova, raztiitih veli¢ina, koje su iako maniji od hilomikrona jako bodaitjliceridima,

| odrzavaju energetsko stanje organizma. VLDL kabilomikroni razmenjuju svoje
komponente sa HDL-om. Na bilo kom stepenu VLDL-Lkdskade lipoproteinsk&estice
bogate trigliceridima se mogu ukloniti iz plazmenpgu jetre. Ostaci velikih VLDL se
direktno metaboliSu dok ostaci malih VLDL ulaze DLILDL put. U sl&aju nekog
poremé&aja na LDL receptoru manje VLDLiestice se direktno uklanjaju i vise
transformiSu u LDL. Ovo dovodi do posenja koncentracija LDL-holesterola ( Breslow,
1985).
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Slika 7. Metabolizam lipoproteina

LDL transportuje holesterol iz jetre u perifernavék Normalan LDL se preuzima poo
LDL receptora i taj put je regulisan i ne dolazi pigkomerne akumulacije holesterola u
¢eliji. U slucaju modifikacije LDL on ne mozZe da se preuzima péuneceptora hvata

(eng. scavenger-a) u makrofage i dolazi do njegdwenulacije (Kume, 1998).
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2.4. Holesterol

Holesterol je glavna komponenta plazmine membrstnekturni je element intéalijskih i
¢elijskih membrana. Polarna -OH grupa mu daje alafifikarakter dok steranski prsten
omogutava veéu rigidnost nego kod drugih membranskih lipida. atal se i u
lipoproteinima plazme gde je 70% holesterola &#teriano pod uticajem enzima lecitin-
holesterol-acil-transferaze (LHAT). N&Xe je esterifikovan sa linolnom kiselinom.
Holesterol u cirkulaciji potie iz ¢elija gde je sintetisan (endogeni) ili je unet hman
(egzogeni). SintetiSe se u jetri i CNS-u. Oko 30%ewhe proizvodnje holesterola se
kataboliSe u jetri u Zime kiseline (Tietz,1996). Holesterol je prekurseraidnih hormona
kako polnih tako i hormona nadbubrezne Zlezdemiita D i Z«nih kiselina (Charlton —
menys and Durrington, 2008). Eklijskim membranama reguliSe fluiditet¢astvuje u
domenima kaveola i drugim  svingolipidno-bogatim mémima (Jacobson, 2007).
Holesterol se transportuje iz endoplaziratg retikuluma do plazmine membrane protein-
posredovanim i vezikularnim putevima. Signalanigwukoji su ukljiteni su kompleksni i
nisu kompletno razjasnjeni. Sterol-nésprotein (sterol carrier protein 2-SCP-) je
povezivan sa transportom lipida kao Sto su fostataritol, sfingomijelin i fosfolipidi do
plazmine membrane. On je uldpn i u intracelularni put holesterola do plazmine
membrane. (Schroeder, 2007).

Apolipoprotein-posredovano celularno otpustanjebi@rola zahteva specifie interakcije
apolipoproteina sa proteinima rielijskoj povrSini. CERP je holesterol oslalagLi
regulatorni protein (poznat kao ABCA1-ATP veztijtransporter). Imajéi u vidu ulogu
transportera kao glavnog regulatora celularnog dtetela i fosfolipidne homeostaze
predlozeno je da ABCA1 doprinosi okretanju (flipgjripida od unutrasnje ka spoljasnjoj
membrani procesom uzege ATP-a (Oram, 2002).
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2.5. Oksidativni stres

Evolutivnim razvojem odbrambenih mehanizama, adrobganizmi su postali sposobni
da koriste kiseonik kao krajnji akceptor elektranda zastite sebe od Stetnih efekata
reaktivnih metabolita kiseonika. Porefag balansa izm# nastajanja reaktivnih
kiseontnih vrsta (ROS, eng. reactive oxygen species) sgje@ktivnosti antioksidativnog
zastitnog sistema (AOS, eng. antioxidant defencstesy) sa druge strane uzrokuje
oksidativni stres (Halliwelll, 1999). Poretag balansa izmedju nastajanja ROS i AOS
moze uzrokovati razvoj razitih oSteenja ubrzavajéi proces starenja, razvoj bolesti i
smrt organizama (Sies, 1991).

Poveanje u stvaranju ROS prisutno je u rézin patofizioloSkim stanjima: kanceru,
dijabetesu, aterosklerozi, neurodegenerativnimdbioha, reumatoidnom artritisu, stanjima
ishemije/reperfuzije i drugim bolestima. Postojé&aln da starenje uklfiuje progresivne
promene u slobodno-radikalsko-posredovanim regulato procesima (Droge, 2002).
ROS mogu dovesti do osenja ¢elijskih lipida, proteina ili DNK i na taj r@n do
inhibicije njihove normalne funkcije (Valko, 200A)Yspostavljanje delikatne i optimalne
ravnoteze izmedju dobrih i loSih efekata slobodmitlikala je veoma vazno za normalno
funkcionisanje zivih organizama.

Uloga reaktivnih vrsta kiseonikadelijskoj diferencijaciji, signalnim putevima, re@uiji
metabolizma i intercelularnoj komunikaciji je nebdazna. Rasvetljavanje uloge azot
monoksida (NO) kao endogenog transmitera i povestas® ROS, kao i nastanak novih
vrsta (ONOO-) upotpunjuje moge reaktivne vrste sa reaktivnim vrstama azota (RNS)
Dakle, slobodno radikalske vrste mogu nastati (iolhaindrijama, mikrozomima, citosolu i
endoplazmatinom retikulumu) oksidativnim hidroksilovanjem u mokomima,
autooksidacijom malih molekula oksidativhog praskaktiviranim fagocitima za vreme
inflamatornog odgovora (Jackson and O’Farrell 198Rse 2005), u peroksizomima za
vreme sinteze eikozanoida (dejstvom ciklooksigenbgaoksigenaza, i citohroma P450),
kao produkti katalize, u toku procesa lipidne peidécije nezasenih masnih kiselina,
tokom oksidoredukcionih procesa u prisustvu meteda i pod uticajem ze@nja i
ksenobiotika (Movat 1985, Jenkins 1988).
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2.5.1. FizioloSki zn&aj ROS

ROS se stvaraju pri prenosu elektrona na kiseomitahondrijalnom transportnom lancu
elektrona (Valko, 2004). U izmenjenim uslovima s&@a se u neutrofilima za vreme
respiratornog praska. U proceptoksidacije masnih kiselina i njihovom metaldskbm
putu nivo vodonik-peroksida u peroksizomima secajr povéava. Oksidacijom D-
amino-kiselina, aktivacijom citohroma P450, deg@dan ksantina do moktae kiseline

I autooksidacijom nekih kateholamina stvaraju ggesoksid-anjon-radikal, kao i vodonik-
peroksid (Li,1999).

Slobodni kiseortini radikali pod fizioloSkim uslovima imaju viSesk® korisne uloge
(Gutteridge and Halliwell, 1989). ddstvuju u bioloskim procesima kao $to su normalan
¢elijski rast, pomazuelijsku adaptaciju i njen oporavak (Close 2005)gpamiranu
¢elijsku smrt kao i starenjéelije, westvuju u fagocitozi (Movat 1985). U procesima
signalizacije vezivanje brojnih peptidnih faktorasta stimuliSu ROS (u signalizaciji
obavljaju oksidativnu ulogu): insulinski faktor tas(IGF), vaskularni endotelni faktor
rasta (VEGF) (Finkel 2003), citokini koji¢astvuju u sistemskoj inflamaciji (Colavitti,
2002).

Mnogi od ROS-posredovanih odgovora zapravo Stélje od oksidativhog stresa i
ucestvuju u ponovnom uspostavljanju ,redoks homee@stagod viSih organizama azot-
monoksid i redoks- aktivne vrste ukdgni su kao signalni molekuli za druge fizioloSke
funkcije kao Sto su regulacija vaskularnog tonysadukcija eritropoetina i signalna
transdukcija od membranskih receptora.

Sposobnost neutrofila za produkciju ROS i ulogaotbbprotiv mikroorganizama je bitna
za odbranuelija dom&ina (Close 2005). Proizvodnja ROS u fagocitimaogal NADPH
oksidaze kao i mijeloperoksidaze (MPO), uz oslo@a@j neutrofilnih proteaza, u ubijanju

bakterija navdena je u literaturi mnogo puta (Reeves 2002).

2.5.2 Reaktivne kiseoriine vrste

Slobodni radikali mogu ometati funkciju viSe molé&kuOni su reaktivne hemijske vrste sa
jednim ili viSe nesparenih elektrona, kao Sto sdrdksil-radikali, superoksid-anjoni,
peroksil-radikali (Slika 8).
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Superoksid- anjon-radikal ()

Ovaj radikal nastaje u svim aerobnialijama jednovalentnom redukcijom molekulskog
kiseonika prema reakciji:

O+te— Oy

Superoksid-anjon-radikal se stvara u respiratortesrou mitohondrija ukljéujuci NADH-
dehidrogenazu i ubihinon-Q-citohrom b-kompleks. d¥iindrijalno nastali superoksid-
anjon spontano dismutuje do vodonik-peroksida iediska ili je reakcija efikasno
katalizovana sa mitohondrijalnom MnSOD. Mitohoranja produkcija superoksid-anjona
moze biti povéana fizioloSkim koncentracijama azot-monoksida kohibira citohrom-
oksidazu i sukcinat i NADH-koenzim-Q-reduktazu u mimanama mitohondrija
pacovskih srca (Mcintyre, 1999).

Superoksid-anjon-radikal nastaje pri autoksidaftgvina, pterina, kateholamina (Cross,
1991). Moze nastati i delovanjem r&itlh enzima oksidaza i dehidrogenaza. Superoksid-
anjon moze da nastaneeliji delovanjem spoljaSnjih agenasa kao Sto jeéempe (Petkau,
1986) i delovanjem citostatika. Nastaje i oksidatijhemoglobina (Hb) i mioglobina (Mb)
u njihove oksidovane oblike methemoglobin (MetHbphétmioglobin (MetMb) (Petkau,
1986).

ViSestruko je Stetan z&elijju: moze da stvori nove radikalske kisewm@ vrste
(Singh,1978), moze da reaguje kao oksidaciono ukedno sredstvo (Weiss, 1986).
Takaie moze da izazove depolimerizaciju polisaharidal{ch1978), inaktivaciju nekih
virusa, da remeti sintezu DNK, o8tge enzime i¢elijske membrane. Superoksid-anjon-
radikal moze da indukuje peroksidaciju lipida nis&ripciju ribonukleinskih kiselina.

Kada su fagocitnéelije (npr. neutrofili) izlozene nekom stimulusulazd do niza reakcija
koje su ozn&ne kao oksidativni prasak (respiratory burst) @mirsey i Ligeti, 2005).
Nikotinamid-adenin-dinukleotid-fosfat-oksidaza uutrefilima generiSe superoksid-anjon
radikal, koji je neophodan za destrukciju bakté&ifjscelija. Ovaj enzimski kompleks se
sastoji od dve, za membranu-vezane komponente "§p9p22" koje cine citohrom
b585, koji predstavlja enzimsko jezgro kompleksas|® aktivacije, citosolne komponente
p47°"%% p67P"* p40P"%% | g-vezani protein, Rac i RaplA. translocirajudsemembrane pri
¢emu se formira aktivni enzimski kompleks. NAD(P)kswlaza, koja se nalazi van

fagocitnih ¢elija, produkuje superoksid-anjon-radikal, u Eoli koja iznosi 1 do10 % od
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nivoa produkcije @ u neutrofilima i za ovako nastali radikal smateads ima funkciju u

intracelijskim signalnim procesima.

Vodonik-peroksid

Vodonik-peroksid je najstabilniji ndeiproizvod redukcije molekulskog kiseonika
(Cadenas, 1989). Nastaje dismutacijom superokgmhamadikala poméu enzima
superoksid-dismutaze, reakcijom:

20, + 2H 5% H,0,+ O

U celiji vodonik-peroksid moze da nastane u peroksinmemn mitohondrijama,
mikrozomima i endoplazanttiom retikulumu (Sies 1985). Vodonik-peroksid nastaj
¢eliji i delovanjem nekih oksidaza: urat-oksidazegnmaminooksidaza (MAO), oksidaze
D-aminokiselina, oksidaze L-hidroksikiselina, kaw ieakcijama autooksidacije askorbata,
glutationa, tiola i kateholamina (Halliwell, 199%)ovodi do oksidacije sulfhidrilnih grupa
proteina i do inicijacije procesa lipidne peroksigia (Cohen, 2009). Vodonik-peroksid u
reakciji sa jonima metala (£8 dovodi do stvaranja izuzetno reaktivnog hidrokaiikala
('OH) (Cadenas, 1989) (Slika 8).

Peroksizomi predstavljajéelijske organele koje produkuju vodonik-peroksid lsporedni
produkt oksidacije masnih kiselina i aminokiselinafizioloSkim stanjima. Tokghost
vodonik-peroksida sptena je dejstvom katalaze koja ga razlaze do vddseobnika. Na
ovaj n&in, peroksizomi odrzavaju delikatnu ravnotezu izong@todukcije i neutralizacije
ROS. Kako peroksizomi t@&ine joS uvek nije dovoljno jasno. Kada su peroksizo
oSteeni, velike koltine vodonik-peroksida izlaze u citoplazmu, dov@deliju u stanje
oksidativnog stresa (Valko, 2004).

Hidroksil-radikal (OH)

Hidroksil-radikal je najtoksinija reaktivha vrsta kiseonika koja moze da reagsge
bioloSkim molekulima i da izazove njihovo o&aje. Nastaje redukcijom molekulskog
kiseonika poméu tri elektrona.
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Slika 8. ROS i putevi njihove m@dukonverzije

Hidroksil-radikal moze da nastane iz vodonik-perd&s(Halliwell, 1990). Fenton je

krajem 19. veka opisao reakciju u kojoj vodonikgdesid moze da reaguje sa jonima

metala (F&'ili Cu®), pri ¢emu nastaju hidroksil-radikali (Fenton, 1984). @eakcija je po

njemu i dobila ime (Fentonova reakcija):
FE€'+H,0, — F€&'+OH+OH
Cu'+H0, — CU" +OH+OH

Reakcijom izméu superoksid-anjon-radikala i vodonik-peroksidarisystvu jona metala

(Fe) nastaju hidroksil-radikali, a ova reakcijaze@e Haber-Weissova reakcija:

O, +H,O, —» Q+ OH + OH
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‘OH moZe nastati iz vode pri aplikaciji &b doza zréenja (Cohen, 1986). Hidroksil-
radikali su kratkozivé, reaguju sa drugim bioloskim molekulima ¢g&, amino kiseline,
fosfolipidi, DNK baze, organske kiseline) i stvargekundarne radikale (Halliwell, 1999).
Za Fentonovu reakciju se zna da se odvija wtro uslovima, ali njen zri@j u fizioloSkim
stanjima joS uvek nije potpuno jasan, intaju vidu ¢injenicu da su slobodni katabii
joni skoro nedostupni, jer ih vrlo efikasno uklgnjanetal-vezujdi proteini (Kakhlon i
Cabantchlk, 2002). Miitim, postoje stanja “prepunjenosti gdem" u organizmu (npr.

hemohromatoza) kada su dostupnéevé&olicine ,,slobodnog gvozdja", Sto moze imati

Stetne efekte néelijske strukture.

Peroksil-radikal (ROQ

Sledéa reaktivna vrsta koja moze nastati od kiseonikéoloskim sistemima je peroksil-
radikal (ROO). Najednostavnija forma peroksil-rad# je hidroperoksil-radikal (HOD

ili perhidroksil-radikal (De Grey, 2002). Hidrop&sil-radikal moZe inicirati proces
peroksidacije masnih kiselina preko dva paralelr@anizma. Jedan od mehanizama se
odvija uin vivo uslovima i ksantin-oksidaza ima ulogu u ovom psaceksantin-oksidaza
(XO) i ksantin- dehidrogenaza (XD) su dve formegsenzima ozngenog kao ksantin-
oksidoreduktaza (XOR) (Borges, 2002; Vorbach, 20Q@3)katabolizmu purina, XOR
katalizuje oksidativnu hidroksilaciju hipoksantirdo ksantina, a zatim ksantina do
mokrane kiseline. Ksantin oksidoreduktaza, na tajimama bitnu ulogu u enzimskoj

odbranicelije od oksidativhog stresa (Vorbach, 2003).

Singlet kiseoniktO,)

Singlet kiseonik nema nesparenih elektrona, nijigked, javlja se u aerobnim organizmima
kao snazan oksidujuagens i prvo je ,pobudjeno” stanje molekulskogekinika. Singlet
kiseonik nastaje reakcijama:

Oy + O+ 2H — 10+ H,0,

Oy + H0p+ H — 'O, + OH + H,0

Singlet kiseonik moze da nastane pri osvetljavdmgloskinh pigmenata i osvetljavanjem
hloroplasta (Halliwell, 1999). Usled njegove regécsa razkitim konstituentimacelije
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nastaju i Stetni efekti (Halliwell, 1990). Singkiteonik reaguje direktno sa membranskim

lipidima i u¢estvuje u formiranju lipidnih peroksil-radikala (Haell, 1990).

2.5.3. Oksidativna oStéenja makromolekula

Oksidativni stres uzrokuje oksidativha @@mja ¢elija. NaruSena ravnoteza ROS i AOS
odrazava se na lipide, proteine, nukleinske kiselingljene hidrate (Aguilo 2005, Tauler
2006). Slobodni radikali mogu da izazovu ¢stga DNK, destrukciju nukleotidnih
koenzima, mogu dovesti do porefaf@ aktivhosti SH-zavisnih enzima, do c&eja
¢elijske membrane (Slater, 1989). Lipidna perokgjdgmredstavlja niz latanih slobodno-
radikalskih reakcija koje dovode do razlaganjameasienin masnih kiselina (PUFA) Sto
za posledicu ima razaranjelijskih membrana i smtelija (Close, 2005). Stetno delovanje
ROS povezano je sa starenjem (Finkel, 2003) i nddotastima koje su posledica starenja

(kancer, ateroskleroza i neurodegeneracija). (S)ka
2.5.3.1. Oksidativna oStéenja lipida

U interakcijama ROS sa bioloskim makromolekulimatap organski radikali. Jedan od
najbolje prodenih procesa je lipidna peroksidacija (LP). U ovpnocesu stvaraju se
lipidni peroksil-radikali (ROQ i lipidni hidroperoksidi (ROOH). Lipidni peroksidu
reakcijama koje su katalizovane jonima metalimaastuy alkoksi-radikale (RQ
holesterol-hidroperokside, endoperokside, epokstugesterola i masnih kiselina
(Behrman, 1993, Halliwell, 1995, Halliwell i Chiod 993).

LP moze da dovede do degradacije lipidnih membranterakcije degradacionih
produkata sa ragiitim molekulima uceliji i izvan nje, kao i do produkcije novih ROS u
toku lartane reakcije (Dargel, 1991).
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Slika 9. OStéenja makromolekula slobodnim radikalima i posledisegenja

Reakcija lipidne peroksidacije je kana reakcija. Prvi korak u inicijaciji LP preddfav
oduzimanje atoma vodonika iz PUFA, koje ulaze uasabioloSkih membrana, tako da
nastaje lipidni radikal (I (Halliwell i Gutteridge, 1989, Fridovich, 198%to je vei broj
dvogubih veza u lancu viSih masnih kiselina toajeSke odvajanje vodonikovog atoma a to
je i razlog zbog koga su PUFA podlozne peroksidacij

U daljim procesima teku lgane slobodno-radikalske reakcije (propagacija) aiotk

stvaranja peroksil-radikala i organskih hidroperdés(Dargel, 1991). Tok propagacije
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zavisi od odnosa lipida i proteina u membrani. 8ashasnih kiselina, koncentracija
kiseonika u membrani @i na fazu propagacije. Za vreme propagacije lipidni
hidroperoksidi (LOOH) u prisustvu gvéd disosuju do lipoksidnog (LPi peroksil-

radikala (LOO) koiji reiniciraju peroksidaciju.
L-H+OH —- HO+L

L+ O — LOO

LOO + LH— LOOH + L

LOO +RH— LOOH+R

Krajnji proizvodi lipidne peroksidacije su: 4-hiks nonenal (HNE) i malondialdehid
(MDA). MDA je glavni izvor lipofuscinatija se koncentracija u tkivima posesva tokom
starenja. Malondialdehid moze da reaguje sa sldbodamino-grupama proteina i
nukleinskih kiselina i da dovede do joséNeosSté&enjacelije (Scott, 1995). Proizvod n-6
PUFA (LA i AA), 4-OH-nonenal (HNE), je tok&an i inhibira rastéelija, modifikuje
lipoproteine, podste aterosklerozu (Leonarduzzi, 2005). On se metsdgireko GSH-
konjugata do merkapturne kiseline (Yang, 1998).

Autooksidansi prekidaju la&ane reakcije i stvaraju stabilne proizvode tj. wodakcije u
terminalne faze. Terminaciju otfioje vitamin E koji koji daje elektrone za prekigan
reakcije.

Stepen lipidne peroksidacije je m@guodrediti odréivanjem gubitka nezasnih masnih
kiselina, odrdivanjem koltine primarnih produkata peroksidacije i Katie sekundarnih
proizvoda kao Sto su karbonili i ugljenohidratnoigrodi (Halliwell and Chirico, 1993).
Lipidna peroksidacija dovodi do nastanka novih stiiibh MK (Evereklioglu, 2003). Unos
PUFA masnih kiselina hranom omdgwa njihovu ugradnju u membrane, Sto rezultira

poveanom lipidnom peroksidacijom kao uz porast aktivh8®D i CAT (Pizato, 2005).
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2.5.3.2. Oksidativno oStéenje proteina

Mehanizmi ukljieni u oksidaciju proteina reaktivnim kiseémim vrstama su pr@avani

u eksperimentima u kojima su aminokiseline, prpsptidi i proteini izlagani jonizugem
zraenju u uslovima gde se formiraju hidroksil-radikali meSavina hidroksil- i
superoksid-anjon-radikala (Stadtman, 2004).cBolanci aminokiselinskih ostataka
proteina, posebno cisteina i metionina, su osethia@ oksidaciju izazvanu ROS/RNS
(Stadtman, 2004). Oksidativno o&eje proteina podrazumeva izmenu sekundarne i
tercijarne strukture proteina, o&tmja proteina produktima lididne peroksidacije. ddisl
oksidativnog oSigenja proteina dolazi do promena propustljivosti rheana, naruSavanja
¢elijske signalizacije, transporta jona. Kaskadnmgaraju peroksidacioni procesi i menja
inflamatorni odgovor (Slater, 1987, Lansing, 1991).

2.5.3.3. Oksidativno ostéenje nukleinskih kiselina

Rezultat oStéenja nukleinskih kiselina sa ROS moze biti: prgkidhog lanca, prekidi oba
lanca DNK, DNK-DNK unakrsno povezivanje (,crossKei), modifikacija baza
(otvaranje prstena, hidroksilacija prstena), @tga na ugljenohidratnom ili fosfathnom
delu polinikleotidnog lanca (Valko, 2006). Oksidata oStéenja mogu dovesti do
mutacija, narusSiti DNK replikaciju, transkripcijtranslaciju, prouzrokovati starenje i smrt
¢elije (Ames, 1991).

2.5.3.4. Oksidativna oStéenja ugljenih hidrata

Izolovani molekuli ugljenih hidrata (monosaharikgo Sto su glukoza ili fruktoza podlozni
su oksidaciji sa ROS. Ve fizioloSki efekat prouzrokuju ostenja na slozenijim
molekulima, koji imaju ugljeno-hidratnu komponenfoukleinske kiseline-LEiji sastav
ulaze pentoze, kao i preteini koji imaju razgranatgosaharidne lance kovalentno vezane

za asparagin ili treonin) (Halliwell i GutteridgEQ89).
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2.5.4. Metode za identifikaciju ROS

S obzirom na to da je poluzivot ROS kratak za ayth identikovanje i odidvanje
potrebne su posebne tehnike, kao Sto je elektroimreponanca (ESR) (Jackson, 1985). U
Sirokoj primeni su metode odiliganja proizvoda nastalih u reakciji ROS sa
biomolekulima. Modifikovane baze, kao Sto su timgiikol i 8-hidroksi-guanozin mogu se
nalaziti u urinu, a promene u njihovom sadrzajuidter se za pfenje i procenu
oksidacionih oSteenja DNK in vivo (Maidt i Floyd, 1996). Za procenu stepena lipidne
peroksidacije primenjuje se spektrofotometrijskaeng koncentracije MDA, u reakciji sa
tiobarbiturnom kiselinom (Close 2005). ImunoloSlehriike koriste se za identifikaciju
oksidovanog LDL-a u patogenezi ateroskleroze, alekih drugih oboljenja (Vaughan,
1997).

2.6. Antioksidativni sistem odbrane organizma (AOS,eng. antioxidative defence

system)

Antioksidanti spréavaju delovanje slobodnih kiseonih radikala na viSe nivoa: lokalnim
smanjenjem slobodnih kiseénih radikala, spr&avanjem stvaranja ROS, vezivanjem
slobodnih metalnih jona, uklanjanjem ROS, prekidanj stvaranja novih radikala
(Gutteridge and Halliwell, 1988). Antioksidativna&itni sistem obuhvata primarnu i
sekundarnu antioksidativnu zastitu. Primarna segas&l enzimskih (katalaza, superoksid-
dismutaza, enzimi glutation ciklusa, citohrom-olezid, ksantin-oksidaza) i neenzimskih
komponenata (vitamini A i E, vitamin C, albumirarnisferin mokréna kiselina, bilirubin).
Sekundarnu antioksidativnhu zastitdine: protein-speciéine oksidoreduktaze (tiol-
transferaze) (Brigelius 1985), protein-ADP-riboz&nsferaze (Berger, 1985) i ATP i
Cd*-nezavisne proteaze (Cadenas, 1989).
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2.6.1 Antioksidativni enzimi

Enzimske komponente primarne antioksidativne za&tit SOD, CAT, enzimi glutation-
ciklusa (GSH-Px, GST, GR i fosfolipid-hidroperoKsitEvereklioglu 2003), citohrom-
oksidaza, tioredoksin i familija peroksiredoksiref@ina. Njima je zajeddko svojstvo da

blokiraju paetak laganih slobodnoradikalskih reakcija.

Superoksid-dismutaza (SOD)

SOD pripada grupi metaloenzima. Katalizuje dismijuasuperoksid-anjon-radikala u
molekulski kiseonik i vodonik peroksid (McCord iigfovich, 1969).

20,7+ 2H 5P H,0,+ O

Ima 3 izoenzimske forme: citosolna (CuZnSOD) kejdimer, mitohondrijalna (MnSOD),
tetramer i ekstracelularna (EC SOD) tetramer i pratska SOD koja sadrzi jon gui# (
FeSOD) (Fridovich, 1989).

Katalaza (CAT)

Katalaza (CAT) katalizuje razgradnju vodonik-pelidesdo vode i kiseonika (Margeritis
2003).

2H,0, AT 2H0+ O

Katalaza je tetramerni hemoprotein molekulske nia&@kDa. Sastoji od 4 subjedinice,
sadrzi protoporfirinsko jezgro sa jonom gdazu aktivnom centru. Prisutna je u svim
tkivima sisara (u peroksizomima). Peroksizomi sspm@atorne organele koje katabolizuju
vecinu supstanci preko vodonik-peroksid genefilSienzima koji se onda razlaze pafao
katalaze. Katalaza se mozecéina slobodna u citosolu u retikulocitima i u zrelim
eritrocitima, dok su najviSi nivoi katalazne aktati nateni u jetri i eritrocitima
(Halliwell i Gutteridge, 1999).

Glutation-peroksidaza (GSH-Px)

Glutation-peroksidaza katalizuje glutation-zavigedukciju vodonik-peroksida u vodu i
organskih hidroperoksida u odgovakgalkohole, prema sleéien jedn&inama:

H,O, + 2GSH — GSSG + 2KH0

37



Doktorska disertacija Tamara Popévi

2GSH + ROOH— GSSG + ROH + kD

GSH-Px, GPx nalazi se u citosolu (92%) i matriksitohondrija. Mogu biti selen-
nezavisne (katalizuju redukciju organskih hidrojsida i pretpostavlja se da pripadaju
familiji glutation-S-transferazne aktivnosti) i salzavisne (tetramerni enzim, sa selenom u

aktivnom centru u obliku selenocisteina) (Cotgred\as8).

2.6.2. Neenzimski antioksidansi

Neenzimske komponente AOS dele se na komponert@rigise u mastima i rastvorljive
u vodi (Margeritis 2003). Liposolubilne su: vitamii (alfa-tokoferol, vitamin A (retinol),
provitamin A (beta-karoten), koenzim Q (ubihinon).

Hidrosolubilni antioksidansi su: vitamin C (askorbka kiselina), redukovani glutation
(GSH), mokréna kiselina, albumin, transferin, ceruloplazminitie, bilirubin, cistein,
histidin, laktoferin. Osim pomenutih ubrajaju smélatonin, metalotioneini, piruvat, alfa-
ketoglutarat, estrogeni, lipoinska kiselina, kainoz

Vitamin E je najzné&ajniji liposolubilni egzogeni prirodni membranskntaoksidans kod
ljudi. Uklanja ROS i prekida lanac reakcija peraksiije membranskih lipida. U krvnoj
plazmi Stiti lipoproteine od oksidacije (Halliwell991). Za njegovu aktivnost ztegan je

vitamin C koji ga regeneriSe.

2.6.3. Vartelijski antioksidansi

U vartelijske antioksidanse ubrajaju se: transferin,dbin, haptoglobin, ceruloplazmin,
albumini, EC-SOD, EC GPXx, glukoza, bilirubin, uraflsnovna uloga nekih od njih je
zadrzavanje jona Fe i Cu u nereaktivnom oblikuermongéavanje delovanja sa vodonik-
peroksidom i superoksid-anjonom (Marklaud, 1982)C-&OD katalittki uklanja

superoksid- anjon. EC-GSHPx uklanja hidroperoksglekoza uklanja hidroksil-radikal,

bilirubin peroksil- radikale, a urati vezuju jonestala.
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2.7. Laktat-dehidrogenaza (LDH)

Merenje aktivnosti LDH koristi se u dijagnostici,li ge znaajnije analiziranje
izoenzimskih oblika LDH jer se raspodela pojedinlilika u organima razlikuje. Laktat-
dehidrogenaza katalizuje prelazak piruvata (krgnizvod glikolize) u laktat (uzge&e
NADH) kad postoji odsustvo ili slabo prisustvo losgka. 1zoenzimi LDH se ozgavaju
na osnovu svoje elektroforetske pokretljivosti odld 5, tako da LDk ima najvéu a
LDHs najmanju elektroforetsku pokretljivost. HeterogethoLDH objasnjena je
subjedinénom strukturom njenih izoenzima. Prema distribuzipienzima LDH u tkivima i
organima oni se mogu podeliti u tri grupe: prvumrine tzv. "brzi izoenzimi" LDH i
LDH; koji su najviSe zastupljeni u srcu, bubrezimaiirecitima, drugu grupw&ine tzv
"spori izoenzimi”, LDH i LDH karakteristtni za jetru i skeletne mi&, i treéu grupu
srednji izoenzimi LDH: karakterisini za pli¢a, tiroideu i nadbubreg. Usled o&eja
¢elijske membrane u procesu peroksidacije lipideoinene u njenoj permeabilnosti dolazi
do ,,curenja” mnogih enzima citosola u ekstracehilprostor. Na taj nan se utvduje

stepen osteenja pojedinih organa.

2.8. Paraoksonaze (PON enzimska familija)

Esteraze su klasifikovane u tri grupe (A, B i Ceeste) na bazi njihove reaktivnosti sa
organofosfornim jedinjenjima kao Sto je paraoksatiizopropil-fluorofosfat. A-esteraze
(ukljucuju¢i arilesteraze) hidrolizuju organofosfate brzo, dank B-esteraze (uklwijuci
acetilholinesteraze i nespeciie karboksilesteraze) inhibirane organofosfatimasteraze
(npr. acetilesteraza) ne interaguju sa organofosfat Inter-individualna varijacija u
aktivnosti esteraza je vazan faktor koji¢etina farmakoloSke i toksikoloSke efekte
prekursora aktivnih supstanci u kod ljudi i zivgairfAtessahin, 2004).

Studije pokazuju da paraoksonaze mogucame sniziti stvaranje proizvoda lipidne
peroksidacije za vreme LDL oksidacije i da zbogat@gnoggavaju HDL- vezanu zastitu
protiv procesa ateroskleroze (Mackness, 1993).doksini LDL igra ulogu u dogijima
vezanim za inicijaciju ateroskleroze. HDL se pokazaa spréavaju oksidativne
modifikacije LDL in vitro i in vivo (Klemola 2002). Paraoksonaze (PON1 i PONS3 fanilije
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cirkuliSu vezani za HDL¢estice. Oni inhibiraju aterogenezu hidrolizom lipital

hidroperoksida i sptavajwi LDL oksidaciju (Carro, 2005).

2.9. Starenje i slobodno-radikalska teorija

Harmanova teorija starenja predstavlja slobodnd<adgku teoriju starenja. Po njemu
duzina zivota je inverzna funkcija metals&k stope, a to je proporcionalno potrosniji
kiseonika. Ukratko, po ovoj teoriji, ROS produkoeara vreme respiracije u toku Zivota,
mogu uzrokovati kumulativha os$tnja koja vode gubitku funkcija organizma i smrti.
Kasnije, ta teorija je modifikovana tako da ne satawenjeper sevet starenjem izazvane
bolesti kao Sto su kancer, artritis, ateroskleroljapetes, Alchajmerova bolest dovode do
promena n&elijama i organima. Dakle, po ovoj hipotezi degatigne bolesti, udruzene
sa starenjem, ukljiwju slobodno-radikalske procese (Harman, 1950).

Danas se fokus i né&na paZnja vezana za starenje sve viSe premesStitdhamdrija u
citoplazmu. Kalorijska restrikcija svakako dovodi smanjenja mitohondrijalne funkcije.
Blagi ROS odgovor, posredovan peroksidom, ddju je za aktivaciju adekvatnog
odgovora u citoplazmi, posredovaéelijsku signalizaciju i produzetak duzine Zivota.
Slobodno radikalska teorija koja je zastupala darakacija oksidativnih oStenja dovodi
do starenja dozivela je kritike (Blagosklonny, 2P1Brvo, povéana ekspresija glavnih
AOS enzima, koji hvataju slobodne radikale, nijeduzila zivot miSeva (Perez, 2009).
Drugo, delecija myt SOD (Sod2) produzila je zi¥delegansgVan Raamsdonk, 2009 ).
Trece, produzenje zivota sa kalorijskom restrikcijorjeriilo povezano sa zastitom protiv
oSt&enja somatskih DNK D.melanogaste(Edman U, 2009) etvrto, SOD2 haplotipska
insuficijencija nije favorizovala starenje kod mugesa disfunkcionalnim telomerama
(Guachalla, 2009).

Postoji nekoliko teorija koje su objasSnjavale stgge Slozile su se da ili kalorijska
restrikcija ili inaktivacija nutrijentno-zavisnilputeva (protein kinaza A) predstavljaju
mehanizme koji deluju na produzenje Zivota koditdit eukariota (eng. living on the

edge).
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2.9.1. Kalorijska restrikcija i starenje

Kalorijska restrikcija bez malnutricije odlaze smje i produzava zivot kod raalih vrsta.
Kod primata ti efekti nisu dovoljno razjasnjeni.rigitudinalna dvadesetogodiSnja studija,
iz 2009-te na odraslim majmunima pokazala je darangekalorijska restrikcija snizava
stopu smrtnosti povezanu sa starenjem. Procendivipaganja bio je véi u grupi sa
kalorijskom restrikcijom u odnosu na kontrolnu gandpez nje. Kalorijska restrikcija odlaze
incidencu nekoliko patologija povezanih sa stamokao Sto su dijabetes, kancer,
kardiovaskularne bolesti, pa je to &éo teoriju 0 zn&aju primene iste na ljude.

U 2009. godini brojne studije su ustanovile vezmedu kalorijske restrikcije, duzine
Zivota, i signalnih puteva koji uklfuju Sir2 (sirtuin) i p53 kod.melanogaste(Bauer
JH,2009 ) i E3 ubiquitin ligaze WWP-1 ko@.elegans(Carrano AC, 2009), kao i
komponente ushodnog i nishodnog puta TOR (targgtamicina).

2.9.2. FarmakoloSke intervencije

Serotonin/treonin protein kinaza (MTOR) reguli&dijski rast, ¢elijsku proliferaciju,
¢elijsko prezivljavanje, transkripciju. Smanjenjef®R aktivnosti usporava se starenje kod
S.cerevisiae, C.elegans i D.melanogast®apamicin je mTOR inhibitor, za koga je
potvrdeno da produzava Zivot. Kalorijska restrikcija itioeinska restrikcija dovode do
produzenja zivotnog veka smanjenjem mTOR aktivholstk se rapamicin Kkoristi u
prevenciji odbacivanja transplantiranog tkiva.

U eksperimentu Harrison i sar, u kome je postogeninistracija tOR-inhibitora u 600
dana stare miSeve zZifggno je produzila njihov zivot. Dakle, mTOR inhiit su zapravo
gerosupresanti (Harrison DE, 2009 ).

Wang i sar. su ispitivali farmakoloSke efekte cliopl-a (5-hloro-7-jodohinolin-8-ol),
metalnog helatora koji je ispoljio pozitivhe efektenekoliko modela neurodegenerativnih
bolesti inhibirajdi aktivnost mitohondrijalnog enzima CLK-1 (clk-1/tkel kodiraju
mitohondrijalnu hidrolazu koja je neophodna za initezu ubihinona tj. koenzima Q) u

¢elijama sisara. Kao inhibitor CLK-1 moze usporitopese starenja (Wang Y, 2009).
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2.9.3. Autofagija

Veza autofagije i procesa starenja je vrlo komptek@\utofagija se aktivira za vreme
celularnog starenja. Prirodni polianjon spermidiozen produZiti zivotni vek u kvascima,
kod ptica, nematoda. Spermidin izaziva gubitak eignih autofagnih gena @.elegans
(Isenberg T, 2009).

Epel i sar. ispitivali su duzinu zivota kdslpombe Studija je pokazala da sty 1 MAP
kinaza (za koju je poznato da je aktivira vodongtgksid) igra ulogu u promociji duzine
Zivota, za vreme kalorijske restrikcije, kada s#ukuje ROS produkcija (Epel ES, 2009).
Starenje, kao posledica metabkih aktivnosti utte na sve Zive organizme. Veruje se da
je nemogue izb&i oSt&enja koja uzrokuje oksidacija, Sto doprinosi stare@ksidaciona
oSte&enja kao i ROS rastu sa starenjem. Stavie, ksharijestrikcija izaziva redukciju u
metabolékom turnoveru, slobodno-radikalskoj produkciji ioduzava Zivot razditim
organizmima. Zapravo, Zivada se adaptiraju na ROS. Manipulacija sa redokesiat ili

targetima metabalke aktivnosti moze uticati na antioksidativhu masij (Rasler, 2009).
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Il MATERIJAL | METODE

3.1 Hemikalije i reagensi

Sve hemikalije su bile p.a. kvaliteta, komercijaldostupne. Za pripremu rastvora
koristena je dvostruko dejonizovana voda.

-Za odrdivanje biohemijskih parametara krvi pacova kégid su komercijalno dostupni
kitovi, Elitech Diagnostic, Sees, France.

- u postupku ekstrakcije lipida i razdvajanju lipikl klasa na TLC-u koré&&ni su organski
rastvardi, Baker J.T.

- Sve ostale kor&&ne hemikalije i reagensi bili su kompanije Sigmdrigh, Germany.

3.2.  Analiza sastojaka ribljeg ulja

Sastav ribljeg ulja u kapsuli (Natural Wealth, tidk, Srbija) analiziran je primenom
GC/MS firme Agilent GC/MS (7890A) MS (59755C inedL EI/CIMSD) sa DB23
kolonom (Agilent Tehnologies Inc, Santa Clara, A4SA) sa konstantim pritiskom.
Temperaturni program geo je od 50 °C (1min), a onda se temperaturadacada za po
25 °C/min do 175 °C a potom za 4 °C/min do 235&6 minuta. Pritisak je bio 46.07 psi,
a split protok 150 ml/min. Rezultati analize prikazsu u odeljku 4.1.1.

3.2.1. HPLC analiza tokoferola u ribljem ulju

Priprema uzorka: u 2 g ribljeg ulja dodato je 10050% KOH u etanolu, i hidroliza je
trajala 16 h. U 10 ml hidrolizata dodato je 5 mideoi 5 ml n-heksana. SmeSa je
vorteksirana i gornji n-heksanski sloj je uzet zjal ispitivanja. Proces ekstrakcije je
ponovljen joS dva puta. n-heksanski sloj je upanm@nvakuumu i dodato mu je 1ml
metanola. Pre analize uzorci su profiltrirani k@#A5 um Spric filtere sa regenerisanom
celulozom.

Uzorci su analizirani tsoom hromatografijom na uredjaju firme Agilent 116@ DAD
detektorom, na Sun Fire C-8 koloni (4.6 x 150mn8 @m) (P.N. 186002732,Waters,
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Ireland). Trihlorsi¢etna kiselina (0.01%) je bila mobilna faza. 25 |zbrka je injektovano
u sistem, vitamini su detektovani u oblasti talasthizina 284-326 nm, a referentna talasna

duzina je na 450 nm. Rezultati analize prikazani sdeljku 4.1.2.

3.3. Eksperimentalne zivotinje i dijeta

Eksperimenti su izvedeni sa 3 meseca (kontrolnpagrielesna masa 283 * 7.3g. i tretirana
grupa, telesna masa 287 * 8.1¢.) i 22 meseca stauskim pacovima Wistar soja
(kontrolna grupa telesna masa 380+7.3g i tretirgnapa, telesna masa 387+8.19.),
gajenim individualno u kavezima u prostorijama pkaohntrolisanim uslovima (12 h
svetlost/mrak ciklusi, temperatura 22 + 2°C). Uksyagrupi bilo je po 10 pacova. Svi
eksperimenti su izvedeni u skladu sa principimaofgske konvencije za zastitu zivotinja
vertebrata kori&nih za eksperimente (N.L 358/1-358/6.18 decerh86.).

3.3.1. Tretiranje pacova Wistar soja ribljim uljem

Eksperimentalne Zivotinje hranjene su standardrayorktorijskom hranom (Veterinarski
zavod Subotica). Riblje ulje koje je davano Zivigma, dobijeno je u cilju eksperimenta.
Svaka kapsula sadrzi 300 mg EPA i 200 mg DHA. Testrije trajao 6 nedelja. Svaka
Zivotinja u tretmanu dobijala je po 200 pL ribljega koje sadrzi 45 mg EPA i 30 mg
DHA, in housemetodom u kojoj se jedan briketatapa ribljim uljem i stavlja u hranilicu

nakon prethodnog uklanjanja hrane

3.3.2. Zrtvovanije Zivotinja i priprema uzoraka

Svi pacovi su zZrtvovani 24 h nakon poslednjeg tegtanribljim uljem, dekapitacijom.
Punoj krvi koja je dobijena dodat je kao antikoamsl natrijum-citrat. Krv je
centrifugovana na 1300 g, eritrociti su odvojeni mdzme, isprani tri puta fizioloSkim
rastvorom i korigeni za odredjivanje enzimskih aktivnosti. Plazmayeana na -80 °C do
analize. Posle Zrtvovanja pacova delovi jetre isprsu na ledu hladnim fiziloSkim

rastvorom, i smrznuti na -80 °C.
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3.4. Biohemijske analize krvi pacova

Holesterol, trigliceridi i mokréna kiselina su odredjivani u plazmi. Primenom erskim
metoda sa holeterol-oksidazom, glicerol-oksidazom kgantin-oksidazom (Elitech
Diagnostic, Sees, France) na biohemijskom analajz€&obasMira, Roche). HDL-
holesterol je odrivan posle talozenja drugih klasa lipoproteina safdvolframovom
kiselinom i magnezijum hloridom (Lopez-Virella ét1®77). LDL-holesterol je odredjivan

primenom formule Friedwald i séfriedwald, 1972).

3.4.1. Odralivanje koncentracije hemoglobina (Tentori i Salvatj 1981)

Reakcijom hemoglobina sa kalijum-heksacijanoferdtbm i cijanidom dobija se
cijanomethemoglobinija je koncentracija odredjena spektrofotometrijskierenjem
apsorbance na 540 nm, upotrebom molarnog apsoxgikoeficijenta (a = 44000 miol
tem™). Sva spektrofotometrijska merenja vréena su aaatp Cecil CE 2021 UV/VIS.

3.5.  Odradivanje aktivnosti enzima antioksidativhe odbrane

3.5.1. Odrativanje aktivnosti katalaze (CAT) (Aebi, 1989

Aktivnost CAT odredjena je u eritrocitima na osnduakcije ovog enzima da katalizuje
razgradnju vodonik-peroksida do vode i molekulskageonika. Smanjenje koncentracije
vodonik-peroksida peno je merenjem apsorbancije na 240 nmudA kinetickom
metodom analize. Jedinica aktivnosti CAT izrazemdifjojem pmola vodonik-peroksida
koji se razlaze u jednom minutu po gramu hemogkbin hemolizatu (pumol/min/g
Hbx10).

3.5.2. Odrdlivanje aktivhosti CuZn-superoksid-dismutaze (Beauchamp and
Fridovich, 1971).

SOD aktivnost je odredjena koriéteCalbiochem Superoxide Assay Kit. Apsorbancija
nagratenog proizvoda 5,6,6a,11b-tetrahidro-3,9,10-trivkdibenzo(c)florin-a merena je

na 525nm, Ays(Beauchamp and Fridovich, 1971). SOD aktivnostiazena u U/g Hb.
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3.6.  Odradivanje koli¢ine malondialdehida (MDA) (Cynamon et al., 1985)

Koncentracija malondialdehida (MDA) odiena je reakcijom sa tiobarbiturnom kiselinim
(TBA) pri ¢emu nastaje obojeni proizvod. Intenzitet boje ragtproizvoda odréuje se
spektrofotometrijski merenjem apsorbancije na 586 Koncentracija MDA izr&unata je
na osnovu molarnog apsorpcionog koeficijenta bajemmizvoda (a = 1.56xI®nol*cm

Y i izrazena u nmol/gHb.
3.7.  Odreadivanje koncentracije nitrita u plazmi (Guevara et d., 1998)

Koncentracija nitrita je odredjena ELISA testom,rik&enjem Grisovog reagensa.
Apsorbancija je merena na 545 nm ké&i§emitaca (Plate reader, Mod Al, Nubenco

Enterprises, INC). Rezultati su izraZeni u umblL

3.8.  Odradivanje aktivnosti paraoksonaza u plazmi (Schiavon]996)

Odregiivanje paraoksonazne aktivnosti u plazmi je zasnovaa spektrofotometrijskom
merenju p-nitrofenola, kao rezultat enzimske hideparaoksona. Merenje paraoksonazne
aktivnosti je izvedeno u prisustvu i odsustvu matnhlorida. PON1 aktivnost odiena je

sa natrijum-hloridom (osnovna aktivnost) i u prisus1mol/L natrijum hlorida (NaCl-
stimulisana aktivnost) u skladu sa metodom po $ciav Inicijalni stepen hidrolize
paraoksona oddevan je merenjem nagtanog p-nitrofenola. Paraoksonazna aktivnost
merena je na Cecil CE 2021 UV/VIS spektrofotome@ud05nm.

3.9.  Odradivanje ukupnih tiolnih grupa (Ellman, 1959)
Broj ukupnih (proteinskih i neproteinskih) tiolnilgrupa u plazmi odden je
spektrofotometrijski sa 5,5-ditiobis-2-nitrobenzoavkiselinom, merenjem apsorbance na

talasnoj duzini od 412 nm na spektrofotometru (QECE 2021 UV/VIS), korienjem

apsorpcionog koeficijenta, a=14150 fhaii. Dobijeni rezultati su izraZeni u uM/L.

46



Doktorska disertacija Tamara Popévi

3.10. Odrdtivanje zastupljenosti LDH izoenzimskih oblika u plami (Yoshida and
Takakuma, 1997)

LDH izoenzimi (LDH,5) su analizirani nedenaturi@d@m, nativnhom elektroforezom na 7%
PAG-u (Yoshida and Takakuma, 1997). Trake su dewekte u prisustvu litjum-laktata
kao supstrata, kofaktora NADH i tetrazolijumskogvag. Intenziteti traka izoenzima
LDH mereni su denzitometrijski koti8njem Scion Image Beta 4.02 software (scion,

Corp., 2007). Intenzitet svake trake izrazen je xaxenat u odnosu na ukupnu povrsinu.

3.11. Analiza masnokiselinskog profila fosfolipida plazme gasno-ténom

hromatografijom

Ukupni lipidi plazme ekstrahuju se smeSom organsidktvarda. Lipidne klase se
razdvajaju tankoslojnom hromatografijom (TLC). Maskiseline izolovane fosfolipidne
frakcije se metiluju, a dobijeni metil-estri MK mhzajaju gasno-tsnom hromatografijom
(GLC).

3.11.1 Ekstrakcija ukupnih lipida iz plazme

Princip metode: Ukupni lipidi plazme ekstrahujusseeSom rastvata hloroform-metanol
2:1 (VIv).

Postupak: 0.5 ml plazme ekstrahovati 3 puta sa,parl smeSe rastvara hloroform-

metanol 2:1 (v/v), u koji je dodato 50 mg BHT (ahksgidant). Izméu dodadavanja porcija
hloroform-metanol 2:1 (v/iv) smeSa se snhaznockauoko 1 minut. Dobiveni lipidni
ekstrakt propusSta se kroz disk natrijum-sulfatapari do suva. Suvi pé&cen ekstrakt
rastvara se u 0.2 ml smeSe hloroform-metanola 2A2) ( koristi za hromatografsko

razdvajanje lipidnih klasa.
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3.11.2 Razdvajanje lipidnih klasa tankoslojnom hromatogrdijom (Risti ¢, 1991)

Fosfolipidi plazme odvojeni su jednodimenzionom Th@& silika gelu GH debljine 0.5
mm. Ukupni lipidni ekstrakt plazme nanosi se na&plkoja je prethodno aktivirana na 110
°C u toku 1 h. Kao sistem za razvijanje koristi 88eSa petroleter-dietiletar-@tna
kiselina (87:12:1, v/vlv). Razdvojene frakcije tpi identifikuju se pod UV- lampom
(sl.10).

N N
iy T
1

Slika 10. TLC hromatogram neutralnih lipida (PL = fosfolipi®G = diacilgliceroli, HOL
= holesterol, TG = triacilgliceroli, HOL-E =estri lesterola, FFA-slobodne masne kiseline

3.11.3.Analiza masnih kiselina fosfolipida gasno-t&nom hromatografijom

Masne kiseline fosfolipida analizirane su gasrimden hromatografijom (GLC, eng. gas
liquid chromatography) na aparatu Shimadzu GC 264a4jonizacionim detektorom.
KoriS¢ena je semikapilarna kolona DB-23. Debljina filmtackonarne faze je 0,25 mm.
Protok noséeg gasa (azota) je 5 ml/min, protok vazduha 320mml|/ a vodonika 30

ml/min. Temperatura detektora podeSena je na 25@& 96jektora na 220 °C. Kolona se

drZi na 130 °C 15 minuta i temperatura podiZze d& @9brzinom 3 °C/minuti.
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Priprema uzoraka za GLC

Frakcija fosfolipida izdvojena na TLC se ekstrahsgeodgovarajeg sloja silika gela sa
1.5 ml n-heksana. Posle aikanja dodaje se 0.2 ml 2M NaOH u metanolu. Eprugete
stave u termostat na 85°C i hidroliza odvija jedah U hidrolizat se doda 0.2 ml 1M
H,SO, u metanolu i termostatira joS dva sata na 85°CkoNahlaienja smeSa se
centrifugira na 3000 o/min i odvojeni heksanskj sipari do suva u struji azota. Dobijene
masne kiseline su esterifikovane po modifikovanojetadi transesterifikacije
Christopherson i Glass-a (Christopherson, 1969)ortiz pripremljenih metil-estara
rastvoreni su neposredno pre injektiranja u okql@-heksana (zavisno od kihe suvog
ostatka), a od toga je injektirano 0.2 pl. Masrsekne su identifikovane upateanjem sa
hromatogramom standarda masnih kiselina dobijenim igim uslovima. Sadrzaji
pojedin&nih masnih kiselina izraZzeni u procentima od ukupeiektovanih masnih

kiselina na osnovu povrsine njihovih pikova.

3.12. Analiza masnih kiselina u fosfolipidima jete i parametara oksidativhog stresa

3.12.1. Priprema tkiva jetre za analizu masnih kislina fosfolipida jetre (Harth, 1978)

Tkivo jetre (5g) je homogenizovano i dodato mu jmbsmese hloroform:metanol (2:1) u
koju je dodato 50 mg 2,6-bi-tercbutil-hidroksi-teha (BHT) kao antioksidanta. Ekstrakt
je ispran dodatkom 0.2 zapremine vode. Posle ¢egittanja gornja faza je uklonjena i
ekstrakt uparen do suva u vakum-upafivama 50°C. U suvi ekstrakt dodaju se smeSe:
metanol/benzen (2:1), aceton/benzen (2:1), etazvatén (2:1) i posle dodatka svake od
smeSa vrSi se uparavanje na vakuum-up&uivdodavanjem hloroforma i njegovim

uparavanjem suvi ekstrakt se koristi za hromatesfa(TLC) razdvajanje lipidnih klasa.

3.12.1.1. Analiza masnih kiselina fosfolipida jetréFolch, 1957)

Frakcija fosfolipida izoluje se TLC-om, sistemom rzzvijanje heksan:dietiletar:éetna
kiselina (87:2:1,v/v) koriste Silikagel GF plée (Merck, Darmstadt, Germany).
Ekstrakcija i priprema metil-estara masnih kiselirgihova GC analiza izvedena je kao

Sto je opisano (Popayi 2009). Masne kiseline su identifikovane ugdranjem sa
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hromatogramom standarda masnih kiselina (Sigmam@a¢ Co, St.Louis, MO, USA) i
/ili PUFA-2 standarda (Supelco Inc., Belleforte, ,R4SA) i identifikovani su metil-estri
pojedin&nih masnih kiselina (Folch, 1957).

3.12.2. Priprema tkiva jetre za analizu parametaraoksidativhog stresa

Posle deliminog odmrzavanija jetra je homogenizovana na ledufarp: 50 mM Tris-
HCI, pH 7.4, 1M NaCl, 20 mM EDTA i 1% Triton X-10@dnos izmedju tkiva i pufera
bio je 1:10 (w/v). Homogenizacija je izvedena nambgenizeru Ultra Turex (Janke
Kinkel), (Krummer et al 2002). Homogenizovano tkiocentrifugirano na 10000 g, 10
min, na +4°C. Aktivhost CAT, SOD, PON1 i LPO, sagraikupnih SH grupa i

koncentracija nitrita je odredjivana u supernatantu

3.12.2.1. Odrdivanje parametara oksidativhog stresa u jetri

Ukupni sadrzaj proteina u tkivnom homogenatu disen je metodom po Lowry-iju.
(Lowry, 1951). Aktivnost katalaze (CAT) odiigana je po metodi Aebi i sar. (1984) i
izrazena wM vodonik-peroksida/min/g proteina. Aktivnost uk@psuperoksid-dismutaze
(SOD) je odrdena po metodi Beauchamp and Fridovich (1971) prameCalbiochem
Superoxide Assay kit-a. SOD aktivnost je izrazehdgiproteina.

Lipidna peroksidacija (LPO) u jetri odiena je spektrofotometrijskim merenjem boje
nastalog proizvoda izrde TBA i MDA na 535nm, a=1.56xI0mol‘cm® (Stock and
Dormandy,1971) i izrazena u nM MDA/g proteina.

Koncentracija nitrita je oddena ELISA testom kori&njem Grisovog reagensa (Guevara,
1998). Koncentracija je izrazena u pM/mg protefbadrzaj ukupnih tiolnih grupa u jetri
odreiivan je metodom po Elmanu i njihova koncentracgeafena uuM/mg proteina
(Ellman, 1959).

PON1 aktivnost je oddivana modifikovanom metodom zasnovanoj na hidrolizi
paraoksona (Sciavon et al, 1996). Homogenat jetdog@at u 0.1M Tris-HCI pufer, pH 8.0
koji sadrzi 2.0 mM paraoxoro(o-dietil-o-p-nitrofenil-fosfat, Sigma Chemical Co, London,

UK) kao supstrat, 2.0 mM CafCli 1mM NaCl. Stvaranje p-nitrofenola geno je
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merenjem apsorbance na 480nm na 37°C na CECIL QE R¥W/VIS spektrofotometru.
PON1 aktivnost je izrazena u internacionalnim jedima (U/L) kao koliina (umol)
supstrata hidrolizovanog u minuti, na litar sup&nga (LM/min/L).

Enzimske aktivnosti (CAT, SOD, PON1) odieane su na CECIL CE 2021 UV/VIS
spektrofotometru (BMG Labtech Gmbh, offenburg, Gamg)

3.13. Statisttka obrada podataka

Podaci su izrazeni kao srednje vrednosti £ SD. Ndmendistribucija varijabli testirana je
koris¢enjem Kolmogorov-Smirnov testa. S obzirom na to sdaezultati dobijeni za sve
parametre pokazali normalnu distribuciju, ispitieastatisttke zn&ajne razlike izmedju
vrednosti dve grupe vrseno je patudstudent-ovog t-testa, dok je za ispitivanje stitkie
zna&ajne razlike izméu viSe grupa kori&n ANOVA test primenom Tukey-testa.

Minimalni nivo statisttke zn&ajnosti bio je p<0.05.
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IV REZULTATI

4.1. Analiza sastojaka ribljeg ulja

GC/MS analiza sastojaka ribljeg ulja primenjenog Kadatak ishrani pacova Wistar soja
pokazala je prisustvo vise od 50% n-3 masnih kiaglk dva najizrazitija pika (slika 11)
predstavljaju eikozapentaensku kiselinu (EPA) ia@heksaenska kiselina (DHA).

PR Signal: TP3 A.D\FID1A.ch

3500000 -

19.995

EPA
2500000 - /

23.363
1500000 4 /DHA
14,874
500000 -
12,225
A
LA et o e L T o e e e L L e e e
Time 10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.00 24.00

Slika 11. GC/MS analiza sastojaka ribljeg ulja

HPLC analiza ribljeg ulja (slikal2) pokazala je smstvo vitamina E (pretezna-

tokoferola) u smesi masnih kiselina koji ima ulagabilizatora i antioksidanta.
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DAD1 CSig =284,8 Ref =450,100 (VITAMINI_2010\VITE000002.D)
mAU

: vitamine E

0 2 4 6 8 min

Slika 12. Prikaz vitaminskog sadrzaja ribljeg WHiRLC hromatografijom

4.2. Biohemijski parametri pacova Wistar soja razl€ite starosne dobi

Potreba za podenjem biohemijskih parametara kontrolnih grupa tnja starih 3 i 22
meseca neophodna je kako bismo bolje razumeli mktan mladih i starih Zivotinja,
proces starenja i njegove posledice.

Vrednosti holesterola, HDL-holesterola i triglic#aiu plazmi pacova obe kontrolne grupe
prikazane su na slikama 13, 14, 15. Dobijene seedrgdnosti koncentracija holesterola,
HDL-holesterola i triglicerida u kontrolnoj grupiladih pacova su statigki znatajno vise

(p<0.01, p<0.001, p<0.001) u odnosu na kontrolypgrstarih pacova.
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Slika 13. Koncentracija holesterola u plazmi kontrolnihgawzivotinja razliite starosne

dobi. Statisitka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti: **p<0.01

HDL-holesterol (mmol/L)
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Slika 14. Koncentracija HDL-holesterola u plazmi kontrolgfupa zivotinja raztite
starosne dobi. Statigka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti:***p<0.001

54



Doktorska disertacija Tamara Popévi

0.2

Trigliceridi (mmol/L

EEE RN NN NN NN
e

0.0

Slikal5. Koncentracija triglicerida u plazmi kontrolnih grau Zivotinja razliite starosne
dobi. Statisttka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti: ***p<0.001.

4.2.1. Biohemijski parametri plazme kod mladih Wisar pacova tretiranih ribljim
uljem

Rezultati analize biohemijskih parametara (holesterigliceridi, HDL-holesterol, LDL-
holesterol, urea, kreatinin, mokraa kiselina) u plazmi pacova (starih 3 meseca)rkodme
grupe i grupe tretiranih ribljim uljem, na gEku eksperimenta i posle Sest nedelja
prikazani su u Tabeli 2.

Vrednosti dobijene za gotovo sve parametre u plaaladih pacova se ztajno razlikuju
nakon Sestonedeljnog tretmana ribljim uljem. Koriamja triglicerida je zn&jno
smanjena (p<0.05) posle tretmana. Koncentracija Hblesterola se zgajno poveéala
(p<0.01) kako posle tretmana, tako i u odnosu natrkinu grupu (p<0.001).
Koncentracija LDL-holesterola je z¥gno sniZzena posle tretmana u odnosu na kontrolnu
grupu (p<0.001). Koncentracija mokree kiseline se ziajno poveéala posle tretmana
(p<0.001), kao i u odnosu na kontrolnu grupu (p€0)0
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Tabela 2. Rezultati analize biohemijskih parametara plazmadih (3 meseca starih)

pacova Wistar soja kontrolne grupe i grupe tre@rabljim uljem u toku 6 nedelja

Holesterol | Trigliceridi | HDL- LDL- Urea Kreatinin Mokracna
(mmol/L) | (mmol/L) holesterol | holesterol | (mmol/L) | (umol/L) kiselina
(mmol/L) | (mmol/L) (mmol/L)
Kontrolna
grupa - 1.10+0.11 | 0.45+0.09 | 0.44+0.04| 0.46+0.11| 5.91+0.47 | 56.29+5.31| 33.14+13.5
pocetak
eksperimenta
Kontrolna
grupa - 1.14+0.12 | 0.45+0.04 | 0.44+0.06| 0.49+0.16| 5.93+0.33| 54.1245.27| 32.0+12.03
kraj
eksperimenta
Tretirane
grupa- 1.11+0.11 | 0.52+0.19 | 0.50+0.07| 0.45+0.09| 6.21+0.87 | 57.33+13.2| 34.33£7.21
pocetak
tretmana
Tretirana
grupa- 1.15+0.11 | 0.43+0.03 | 0.60+0.06| 0.35+0.12| 5.61+0.46| 56.55+7.47 | 50.67+2.74
. * it H#tH bl 222
kraj tretmana

Statisttka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti dobijenih: *p<®,0p<0.01,***p<0.001
tretiranih p@etak-kraj; ###p<0.001 izmedju tretirane grupe itkolme grupe na kraju
eksperimenta.

Kardiovaskularni rizik kod mladih Wistar pacova bBéa 3) je snizen (p<0.05) posle

tretmana ribljim uljem, kao i u odnosu na kontrolgnupu (p<0.001). Rizik od nastanka

ateroskleroze ziajno je snizen u odnosu na kontrolnu grupu pac@«®.001). Non-

HDL-holesterol je zné&ajno snizen u odnosu na kontrolnu grupu (p<0.08H kodnos
nonHDL/HDL (p<0.001).
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Tabela 3.Kardiovaskularni i rizik od ateroskleroze u tratipj (p@etak-kraj) i kontrolnoj

grupi mladih pacova Wistar soja

Kontrolna grupa Tretirana grupa
pocetak kraj

“non” HDL

0.67 £0.10 0.60 + 0.09 0.54 +0.13
CHOL/HDL
kardiovaskularni  2.54 +0.27 2.23+0.32 1.92 + 0.27 ##
rizik
LDL/HDL
rizik nastanka 1.06 + 0.27 0.72+0.16 0.59 + 0.26"*
ateroskleroze
“non”HDL/HDL

1.54 +0.27 1.23+0.32 0.95 + 0.26%*

Statistika zn&ajnost razlike srednjih vrednosti dobijenip<0.05, tretman (pietak-kraj);
# p<0.05,"<0.001, poredjenje u odnosu na kontrolnu grupu.

4.2.2.Biohemijski parametri plazme kod starih pacova Wisar soja tretiranih ribljim

uljem

Koncentracija holesterola u plazmi (starih 22 mayeoa&ajno se smanijila (p<0.05) posle
tretmana ribljim uljem i takde se smanijila u odnosu na kontrolnu grupu (p<Q(Dapela
4). Koncentracija HDL-holesterola zteggno se poweala posle tretmana (p<0.01), i u
odnosu na kontrolnu grupu (p<0.05). Koncentracd_tholesterola se statigki znatajno
smanjila (p<0.001) i u odnosu nagetni nivo kod tretirane grupe i u odnosu na komiwol
grupu Zzivotinja. Koncentracija mokiiae kiseline se zrajno povéala (p<0.001) u

poreienju sa pdetkom tretmana, kao i u odnosu na kontrolnu grupetihja (Tabela 4).
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Tabela 4.Rezultati odrdivanja biohemijskih parametara plazme u kontrobyrogi i grupi

tretiranih pacova (22 meseca starih) négpku i posle 6 nedelja tretmana ribljim uljem

Mokratne
Holesterol| Trigliceridi | HDL LDL Urea Kreatinin | kiselina
(mmol/L) | (mmol/L) | (mmol/L) | (mmol/L) | (mmol/L) | (umol/L) | (mmol/L)
Kontrolna
grupa- 0.803+0.22| 0.254+0.06 | 0.171+0.04| 0.517+0.19| 5.34+0.29 | 56.4+1.45 | 34.67+1.62
pocetak
tretmana
Tretirana
grupa- 0.74+0.21 | 0.31+0.08 | 0.16+0.04 | 0.45+£0.17 | 5.59+0.46 | 56.29+£1.91| 36.06+0.86
pocetak
tretmana
Tretirana
grupa- 0.54+0.14 | 0.25+0.06 | 0.23+0.07 | 0.17+£0.13 | 5.63+0.53 | 56.16+1.22| 43.51+2.09
kraj * # b2 K bl o222

Statisttka zn&ajnost razlike §rednjih Y*rednosti***dobijenih u isgpppi na poéetku i na
kraju tretmana ribljim uljem: p<0.05, p<0.01, p<0.001, kao i izmedju tretirane i
kontrolne grupe’p<0.05,"p<0.01,"* p<0.001.

Na osnovu dobijenih rezultata iZimati su kardiovaskularni faktor rizika i faktorika od

ateroskleroze i prikazani u Tabeli 5.

Odnos ukupnog holesterola i HDL-holesterola ¢apao je snizen kod tretirane grupe

(p<0.001) kao i u odnosu na kontrolnu grupu (p<p.@dnos LDL-holesterola i HDL-

holesterola zn&jno je snizen i u tretiranoj grupi i u odnosu watkolnu grupu, (p<0.001),

Sto predstavlja zrgajno smanjenje rizika od ateroskleroze (Tabel&N&n-HDL holesterol

znaajno je smanjen (p<0.001), kako u tretiranoj graio i u odnosu na kontrolnu grupu
(p<0.01), kao i odnos non-HDL i HDL-holesterola (p801).
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Tabela 5 Kardiovaskularni faktor rizika i rizik od aterdskoze u tretiranoj (ptetak i

kraj) i kontrolnoj grupi starih pacova Wistar soja

“non”-HDL CHOL/HDL LDL/HDL “non"HDL/HDL
Kontrolna 0.65+0.10 4.89+1.53 2.80+0.85 3.89+1.53
grupa-pgetak
Tretirna 0.60+0.14 5.73+£1.96 2.81+0.94 3.39+1.04
grupa- pdetak
Tretirna 0.31£0.137"*  2.3120.61""  0.82+0.38 "  1.15+0.48"*

grupa- kraj

Statisttka zg&ajnost**r*azlike srednjih vrednosti dobijenih: nacdet&u i kraju tretmana
ribljim uljem” p<0.01,” p<0.001, i u odnosu na kontrolnu gruPp<0.01,;*p<0.001.

4.3.  Profili masnih kiselina fosfolipida plazme ijetre kod pacova Wistar soja
razli ¢ite starosne dobi

Profili masnih kiselina u fosfolipidima plazme isfolipidima jetre razlikovali su se u
kontrolnim grupama pacova Wistar soja régi Zivotne dobi: mladih (3 meseca) i starih

(22 meseca).

4.3.1. Sadrzaj masnih kiselina u fosfolipidima plame, u kontrolnim grupama pacova

Wistar soja razli¢ite starosne dobi

U kontrolnoj grupi mladih pacova u odnosu na staeove ndene su statistki znatajno
viSe vrednosti sledéh masnih kiselina: oleinske (18:1, n9, p<0.01)soenske (18:1, n-7;
p<0.05), MUFA (p<0.01). Sa druge strane, smanjicadrzaj sledgh masnih kiselina:
stearinske (18:0, p<0.01), linolne (18:2,n-6; p&),.@rahidonske (20:4, n-6, p<0.05) kao i
ukupnih PUFA (p<0.01) i n-6 (p<0.01) masnih kisalifTabela 6).
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Tabela 6.Sadrzaj masnih kiselina u fosfolipidima plazme untkolnim grupama pacova

Wistar soja razéiite starosne dobi

Zastupljenost MK (%)

MK Mladi (3 meseca) Starl (22 meseca)
16:0 29.31+0.62 28.34 +1.89
16:1 1.22 +0.78 0.73 +0.50
18:0 22.55 +0.38 24.36 + 1.46
18:1,n-9 12.25 +0.85 8.23 +3.03
18:1,n-7 2.66 + 0.4 2.04 +0.60
18:2 12.58 +0.82 14.07 + 1.41
20:3 0.59 +0.06 0.69+0.13
20:4 12.29 +0.31 14.77 +2.43
20:5 0.28 +0.07 0.41+0.22
22:4 0.27 +0.02 0.36 +0.19
22:5 0.82+0.15 0.67 +0.17
22:6 4.88+0.18 5.34 +1.39
SFA 51.88 +0.73 52.70 +1.18
MUFA 16.13 + 1.43 10.99 *+ 3.94
PUFA 31.45+0.94 36.32 +3.65
n-3 5.97 +0.23 6.42 +1.46
n-6 25.75 + 0.94 29.89 + 3.02
n-6/n-3 4.32+0.25 4.65 +2.34

"p<0.05,” p<0.01 statistika zn&ajnost razlike srednjih vrednosti
kontrolnih grupa Zivotinja
4.3.2. Sadrzaj masnih kiselina u fosfolipidima jete u kontrolnim grupama pacova

Wistar soja razli¢ite starosne dobi

Sadrzaj masnih kiselina u fosfolipidima jetre rkaliali su se kod pacova Wistar soja
razlicite Zivotne dobi: mladih (3 meseca) i starih (2Xeea) (Tabela 7).

U kontrolnoj grupi mladih pacova u odnosu na sfmeove ndene su statistki znatajno
nize vrednosti u sadrzaju sléide masnih kiselina: Linolne (18:2, n-6, p<0.0%),
linolenske (18:3, n-6, p<0.001), dihomgtinolenske kiseline (20:3, n-6, p<0.05). Sadrzaj
ukupnih n-6 MK kao i odnos n-6/n-3 bili su talesnizeni (p<0.05, p<0.001). S druge
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strane kod mladih pacova deme su statistki znatajno viSe vrednosti u sadrzaju:

palmitinske kiseline (16:0, p<0.001), palmitoleiaskl6:1, p<0.05), eikozaheksaenske

(22:6, n-3, p<0.001) kao i ukupnih n-3 masnih kise(p<0.001).

Tabela 7. Profili masnih kiselina u fosfolipidima jetre u kmoolnim grupama pacova

Wistar soja razéiite starosne dobi

Zastupljenost MK (%)

MK Mladi (3 meseca) Stari (22 meseca)
16:0 21.36 + 1.55" 18.15+1.17
16:1 0.71+0.11 0.65 +0.32
18:0 23.49 +2.03 26.38 +1.87
18:1,n-9 5.15 + 0.44 537 +1.11
18:1,n-7 1.78 +0.15 2.02+0.34
18:2 12.34 +0.74 14.43 + 1.37
18:3 0.033 + 0.005" 0.05 +0.01
20:3 1.24+0.34 1.67 +0.36
20:4 22.16 + 1.36 23.02 + 3.26
20:5 0.42 +0.07 0.50 +0.09
22:4 0.29 + 0.04 0.21+0.10
22:5 1.03+0.08 0.97 +0.10
22:6 8.43+0.71 4.90 +1.04
SFA 44.85 + 3.45 44.54 +1.03
MUFA 7.65+0.46 8.05 + 1.09
PUFA 45.97 +1.20 45.79 + 3.30
n-3 9.92+0.64" 6.44 +1.10
n-6 36.04 +1.51 39.35 +3.72
n-6/n-3 3.65+0.36" 6.30 + 1.46

Tamara Popévi

"p<0.05, p<0.01, p <0.001 statistika zn&ajnost razlike srednjih vrednosti kontrolne
grupe mladih i starih Zivotinja

4.4. Masnokiselinski profili fosfolipida plazme ijetre, aktivnost desaturaza i

elongaza kod mladih i starih pacova tretiranih ribljim uljem

Profili MK u fosfolipidima plazme i jetre, kao i pcenjene vrednosti aktivnosti desaturaza
i elongaza razlikovale su se posle tretmana ribljijam i kod mladih i kod starih pacova u

odnosu na kontrolne grupe Zzivotinja. DoSlo je donpena u procentualnom sadrzaju
pojedin&nih masnih kiselina, promena u sadrzaju ukupnih gnemasienih (MUFA),

polinezastenih (PUFA), n-3, n-6 kiselina i njihovih resobnih odnosa.
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4.4.1. Uticaj tretmana ribljim uljem na profile masnih kiselina fosfolipida plazme
mladih pacova

Zastupljenost masnih kiselina u fosfolipidima pl&zrkod pacova starih 3 meseca u
kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj sa ribljim ulpe u toku Sest nedelja prikazana je u Tabeli
8.

Tabela 8 Profili MK fosfolipida plazme mladih pacova Wistaoja kontrolne grupe i
grupe tretirane ribljim uljem u toku Sest nedelja

Zastuplijenost MK u fosfolipidima (%)

MK Tretirana grupa Kontrolna grupa
16:0 29.31 +0.51 29.33 £ 0.62
16:1 1.71+0.1 1.22+0.78
18:0 23.04 + 0.44 22.55 +0.38
18:1, n-9 13.72 £ 0.24 12.25 +0.85
18:1, n-7 2.51 +0.05 2.66 +0.24
18:2 11.93 +0.29 12.58 +0.82
20:3 0.76 +0.39 0.59 +0.06
20:4 9.25 +0.09 12.29 +0.31
20:5 0.65 +0.03 0.28 £ 0.07
22:4 0.52 +0.38 0.27 £0.02
22:5 1.37 +0.03 0.82 +0.15
22:6 5.03 +0.18 4.88 £0.18
SFA 52.36 + 0.38 51.88 £ 0.73
MUFA 17.93 +0.22 16.13 +1.43
PUFA 32.97 +11.19 31.45 + 0.94
n-3 7.06 £0.18" 5.97 £0.23
n-6 26.4 +11.20 25.75 + 0.94
n-6/n-3 3.18 +0.17 432 +£0.25

"p<0.05, p<0.01,” p<0.001 statistka zna&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane i

kontrolne grupe
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U grupi pacova tretiranoj ribljim uljem ztane promene u@ne su u sadrzaju stearinske
kiseline, ¢iji se procentni udeo povao (p<0.05). Procenat oleinske kiseline se dako
zna&ajno povéao (p<0.001). Sadrzaj linolne kiseline (18:2, ns® zn&ajno smanjio
(p<0.05) kao i arahidonske kiseline (20:4, n-6)<Qj®01). Suprotno tome, sadrzaj
eikozapentaenske kiseline (20:5, n-3) se c¢amp povéao (p<0.001), kao i
dokozatetraenske kiseline (22:4, n-6), (p<0.0Gdgkozapentaenske (22:5, n-3) (p<0.001).
Sadrzaj ukupnih mononezésnih kiselina (MUFA) se ziajno povéao (p<0.05), a
ukupnih PUFA neznatno promenio. 8gim, procentni udeo ukupnih n-3 masnih kiselina
se povéao (p<0.001). Odnos n-6/n-3 se &ajmo statistiki smanjio (p<0.001) u odnosu

na kontrolnu grupu.

4.4.1.1. Procenjene aktivnosti desaturaza i elongaxod mladih pacova u kontrolnoj

grupi i grupi tretiranoj ribljim uljem u trajanju § est nedelja

Procenjene aktivnosti desaturazad( A5, A6, A9) i elongaza predstavljaju odnos
(22:6/22:5, 20:4/20:3, 20:3/18:2, 18:1/18:0 i 1860) procentualnih zastupljenosti MK u
fosfolipidima plazme. Procenjene enzimske aktivinbssaturaza i elongaza mladih pacova
pokazale su statigki znatajne promene posle suplementacije ribljim uljemb@la 9) .
Procenjena enzimska aktivhos#-desaturaze se zZtggno smanjila (p<0.001), kao i
procenjena vrednost aktivhostib-desaturaze (p<0.001) u odnosu na kontrolnu grupu.
Procenjena aktivnoat9-desaturaze se ztegno poveéala (p<0.001) u odnosu na kontrolnu

grupu, dok se vrednosti elongaze nisu menjale.
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Tabela 9.Procena aktivnosti desaturaza i elongaza mladiby@akontrolne grupe i grupe
tretirane ribljim uljem u toku Sest nedelja

Odnosi MK Tretirana grupa Kontrolna grupa
(enzimi)

22:6/22:5 A\4) 3.71 £0.07" 6.19 +1.47
20:4/20:3 A5) 15.13 + 0.96° 20.83 £2.17
20:3/18:2 (\6) 0.059 + 0.003 0.04 +0.003
18:1/18:0 A9) 13.82 +0.25 12.36 + 0.84
18:0/16:0 (elongaza) 0.78 £0.02 0.76 £0.02

***p<0.001 statistéka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane i koite grupe

4.4.2. Uticaj tretmana ribljim uljem na profile masnih kiselina fosfolipida jetre
mladih pacova

Ispitivali smo procentualnu zastupljenost masniBekna u fosfolipidima jetre, kod
kontrolne i tretirane grupe kako bismocibrazlike nastale tretmanom ribljim uljem.
Takade, hteli smo da uimo do kakvih je promena u profilu MK u fosfolipida plazme i
MK fosfolipida jetre doslo tretmanom ribljim uljerRromene u ukupnim sadrzajima SFA,
MUFA, PUFA bile su od posebnog zfzga.

Rezultati analize zastupljenosti masnih kiselindosfolipidima jetre mladih pacova (3
meseca starosti) u kontrolnoj grupi i grupi tretwaribljim uljem prikazani su u Tabeli 10.
Sadrzaj linolne kiseline (LA, n-6) se zi@gno procentualno povao (p<0.001), kao y-
linolenske kiseliney-LA, n-6), (p<0.01), a takie i dihomoy-linolenske kiseline (dihomo-
v-LA, n-6) (p<0.05) kod tretiranih pacova u odnosukontrolnu grupu zivotinja. Sadrzaj
arahidonske kiseline (AA, n-6) se za@mo procentualno smanjio (p<0.001). Procentualni
udeo eikozapentaenske kiseline (EPA, n-3), segna povéao (p<0.001), kao i
dokozatetraenske kiseline (DTA, n-6) (p<0.001),a@pentaenske (DPA, n-3), (p<0.001)
i dokozaheksaenske kiseline (DHA, n-3) (p<0.01)dmasu na procentualni sadrzaj ovih

masnih kiselina u kontrolnoj grupi Zivotinja.
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Ukupni sadrzaj mononezéshih masnih kiselina (MUFA) se ztggno povéao (p<0.05),
kao i sadrzaj n-3 masnih kiselina (p<0.001), doksaérzaj ukupnih n-6 masnih kiselina
smanjio (p<0.001), kao i odnos n-6/n-3 kiselinaQy®91) u odnosu na kontrolnu grupu
Zivotinja (Tabela 10).

Tabela 1Q Profili masnih kiselina fosfolipida jetre mladipacova Wistar soja u
kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj ribljim uljem toku Sest nedelja

Zastupljenost MK u fosfolipidima (%)

MK Tretirana grupa Kontrolna grupa
16:0 22.23 +0.80 21.36 +1.55
16:1 0.82+0.12 0.71+0.11
18:0 22.45 + 1.67 23.49 +2.03
18:1, n-9 5.37 +0.25 5.16 + 0.44
18:1, n-7 1.99 +0.26 1.79+0.16
18:2 15.89 + 0.98" 12.34 +0.74
18:3 0.07 £0.0% 0.03 + 0005
20:3 1.6 +0.08 1.25+0.35
20:4 15.57 + 0.57"* 22.17 +1.37
20:5 2.53 +0.28" 0.43 +0.07
22:4 0.09 + 0.0%* 0.29 +0.05
22:5 1.73 £ 0.19" 1.03 + 0.08
22:6 9.5+ 0.5¢' 8.43+0.72
SFA 44.68 +1.30 44.85 + 3.45
MUFA 8.18 + 0.30 7.66 +0.47
PUFA 46.90 +1.05 45.97 +1.20
n-3 13.84 + 0.64" 9.92 + 0.65
n-6 33.16 + 0.97" 36.05+1.51
n-6/n-3 2.40 + 0.18* 3.65+0.36

"p<0.05,"p<0.01,""p<0.001 statistka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane i
kontrolne grupe.

4.4.2.1. Procena aktivnosti desaturaza i elongazgetri pacova Wistar soja

Aktivnosti desaturaza i elongaza procenjene nawasmainosa zastupljenosti MK u jetri
pacova Wistar soja su se promenile posle tremdatgnriuljem u trajanju od 6 nedelja
(Tabela 11).
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Tabela 11.Procena aktivnosti desaturaza i elongaza u jefaidiim pacova Wistar soja
tretiranih ribljim uljem i u kontrolnoj grupi.

Odnosi MK Tretirana grupa Kontrolna grupa
(enzimi)

22:6/22:5 \4) 5.52+0.42" 8.24+1.20
20:4/20:3 (\5) 9.77+0.74" 16.23+1.50
20:3/18:2 (\6) 0.10+0.003 0.10+0.03
18:1/18:0 A9) 0.24+0.025 0.22+0.026
18:0/16:0 (elongaza) 1.01+010 1.099+0.05

"p<0.05,"p<0.001 statistka zna&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane i koire
grupe

Aktivnosti (A4) kao i A-5-desaturazeAp) u tretiranoj grupi su se statidti znaajno
smanijile (p<0.001), kao i aktivnhost elongaze (p5D.Qu odnosu na kontrolnu grupu

Zivotinja.

4.4.3. Uticaj tretmana ribljim uljem na profile masnih kiselina fosfolipida plazme

starih pacova

Profili masnih kiselina fosfolipida plazme u grugtarih pacova (22 meseca) tretiranih
ribljim uljem zna&ajno su se promenili u odnosu na kontrolnu gru@béla 12). Utwteno

je statisttki znatajno povéanje procentualnog udela slédemasnih kiselina: stearinske
(18:0; p<0.05), vakcenske (18:1, n-7; p<0.05),lheo(18:2, n-6; p<0.01), eikozatrienske
(20:3, n-6; p<0.01), eikozapentaenske (20:5, n<®.@b) i dokozapentaenske (22:5, n-3;
p<0.001) u odnosu na kontrolnu grupu.
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Tabela 12 Profili masnih kiselina fosfolipida plazme kodash pacova Wistar soja u

kontrolnoj grupi i grupi tretiranoj ribljim uljem toku 6 nedelja.

Zastupljenost MK u fosfolipidima (%)

MK Kontrolna grupa Tretirana grupa
16:0 28.34+1.89 26.23+3.75
16:1 0.73+0.50 0.77+0.42
18:0 24.36+1.46 27.91+2.98
18:1 n9 8.23+3.03 6.89+0.91
18:1 n7 2.04+0.60 2.90+0.50
18:2 14.07+1.41 17.23+1.66
20:3 0.69+0.13 1.31+0.46
20:4 14.77+2.43 8.87+2.5%
20:5 0.41+0.22 0.72+0.31
22:4 0.36+0.19 0.47+0.23
22:5 0.67+0.17 1.54+0.40
22:6 5.34+1.39 5.03+1.19
SFA 52.70+1.18 54.13+3.97
MUFA 10.99+3.94 10.56+0.88
PUFA 36.3243.65 35.18+4.12
n-3 6.42+1.46 7.28+1.61
n-6 29.89+3.02 27.89+3.10
n-6/n3 4.65% 2.34 3.83+1.92

"p<0.05,"p<0.01,"p<0.001 statistka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane i

kontrolne grupe zivotinja

Pri tretmanu ribljim uljem samo se smanjila zagemist arahidonske kiseline (20:4, n-6;

p<0.001) u odnosu na kontrolu.

Tamara Popévi
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4.4.3.1. Procena aktivnosti desaturaza i elongazamsnovu masnokiselinskih profila

fosfolipida starih pacova

Procenjene aktivnosti desaturaza u grupi zivotirgéranih ribljim uljem promenile su se
u odnosu na kontrolnu grupu, Sto je prikazano uelid8. AktivnostA-4-desaturaze se
zna&ajno smanijila (p<0.01), kaoA-5-desaturaze (p<0.001), dok se procenjena vrednost

aktivnostiA-6-desaturaze ztajno povéala (p<0.05) u odnosu kontrolnu grupu Zivotinja.

Tabela 13.Procenjene vrednosti desaturaza i elongaza u plazmetiranoj i kontrolnoj
grupi starih Wistar pacova

Kontrolna grupa Tretirana grupa
22:6/22:50 4) 8.48 + 3.37 3.32 +0.56"
20:4/20:3 A 5) 21.57 +4.01 7.48 +3.56™
20:3/18:2 {\ 6) 0.05 +0.01 0.07 +0.03
18:1/18:0 A 9) 0.34 £0.14 0.25 + 0.05
18:0/16:0 (elongaza) 0.86 £0.10 1.09 +0.22

"p<0.5 " p<0.01,""p<0.001 statistka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane i
kontrolne grupe zivotinja

4.4.4. Profili masnih kiselina fosfolipida jetre kal starih Wistar pacova

Masnokiselinski profili fosfolipida jetre kod staripacova (Tabela 14) promenili su se
posle tretmana ribljim uljem u odnosu na kontragmupu Zivotinja.

Statisteki znatajno, u odnosu na kontrolnu grupu, péae se procentni udeo palmitinske
(p<0.001), i vakcenske kiseline (p<0.01) i linoldeseline (LA, n-6) (p<0.01),
eikozapentaenske (EPA, n-3; p<0.001) i dokozapeskaekiseline (DPA, n-3, p<0.001).
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Tabela 14. Profili masnih kiselina fosfolipida jetre pacowarih 22 meseca posle

Sestonedeljnog tretmana ribljim uljem i pacova kolne grupe

astupljenost MK u fosfolipidima (%)

MK Kontrolna grupa Tretirana grupa
16:0 18.15+1.18 25.50+2.39
16:1 0.65+0.32 0.69+0.12
18:0 26.38+1.88 26.27+3.03
18:1 n9 5.38+1.12 4.75+0.49
18:1 n7 2.03+0.34 2.95+0.63
18:2 14.43%1.37 17.35+1.68
18:3 0.05+0.01 0.07+0.01
20;3 1.6820.36 1.73+0.54
20:4 23.0243.26 10.99+1.42
20:5 0.50+0.09 2.64+0.67
22:4 0.22+0.11 0.53x0.44
22:5 0.98+0.11 1.52+0.08
22:6 4.90+1.04 5.00%0.24
SFA 44.54+1.033 51.77+2.72
MUFA 8.05+1.09 8.4+0.97
PUFA 22.76+1.06 28.85+1.82
n-3 6.44+1.10 9.23+0.84
n-6 39.35+3.73 30.61+2.64
n-6/n-3 6.30+1.46 3.35+0.517

"p<0.05, " p<0.01 p<0.001 statistka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane i
kontrolne grupe zivotinja
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Suplementacija ribljim uljem je dovela do Zafmog sniZzenja (p<0.001) procentualnog
udela arahidonske kiseline (AA, n-6). Sadrzaj uklpmaséenih masnih kiselina se
poveao (p<0.001) u odnosu na kontrolnu grupu. Sadrbdingzastenih (PUFA) se
poveao (p<0.001), kao i sadrzaj ukupnih n-3 masnih likiae (p<0.001), dok se
zastupljenost ukupnih n-6 smanjila (p<0.001). Odne&/n-3 masnih kiselina se stoga

znaajno smanjio (p<0.001) (Tabela 14).

4.4.4.1. Procena aktivnosti elongaza i desaturazgetri starih pacova Wistar soja

Procenjene aktivnosti4 i A5 desaturaza i elongaza u jetri starih Wistar padostiranih
ribljim uljem zna&ajno su se smanjile (p<0.01,p<0.001 i p<0.001) mosd na kontrolnu

grupu Zivotinja (Tabela 15).

Tabela 15 Procenjene aktivnosti desaturaza i elongaza fettlestarin pacova Wistar soja
tretiranih ribljim uljem i kod kontrolne grupe Zitinja

Odnosi MK Kontrolna grupa Tretirana grupa
(enzim)

22:6/22:5 \4) 5.07 +1.26 3.29+0.55
20:4/20:3 (\5) 14.37 £ 4.05 6.72 + 1.56%
20:3/18:2 (\6) 0.12+0.03 0.099 +0.02
18:1/18:0 £9) 0.20 +0.03 0.18 £ 0.04
18:0/16:0 (elongaza) 1.46 £0.18 1.04 + 6"17

"p<0.01,""p<0.001 statistka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane i kofe
grupe Zivotinja
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4.5.  Parametri oksidativnog stresa u krvi i jetripacova razl€ite strarosne dobi

Poretenjem parametara oksidativnhog stresa u krvi i jedd Zivotinja razBite starosne
dobi, mladih (3 meseca) i starih (22 mesecajauaju se statistki znatajne razlike u

nekim ispitivanim parametrima.

4.5.1.Parametri oksidativnog stresa u eritrocitima i plazni pacova razliite strarosne
dobi

Poretenjem vrednosti parametara oksidativnog stresazkamtinja razltite starosne dobi
uotava se razlika u koncentraciji nitrita i paraokstmaKoncentracija nitrita u plazmi
statisttki je znaajno snizena kod Zivotinja starih 3 meseca (p<OQu0dginosu na Zivotinje
stare 22 meseca dok je aktivnost paraoksonaza ampléPON1) statistki znaajno
poveana (p<0.0001) (Tabela 16).

Tabela 16.Parametri oksidativnog stresa u eritrocitima i plazkontrolnih grupa pacova
razlicite strarosne dobi

Kontrolna grupa-mladi Kontrolna grupa-stari
SOD (U/gHb) 290 + 18.48 304.74 + 25.52
CAT (U/gHb) 41.66 +4.10 43.55 +10.37
MDA (nmol/gHb) 66.04 + 7.35 56.39 + 3.51
Nitriti (pmol/L) 63.43+2.75 72.69 +13.58
SH grupe (umol/L) 539.45 £ 0.05 599.96 + 26.48
PON1 (U/L) 141.0 +3.91° 115.16 + 9.04

“'p<0.01,” p<0.001 statistka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti kontrolnih grupa
Zivotinja
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4.5.2.Parametri oksidativnog stresa u jetri kod pacova rali¢ite strarosne dobi

Poretenjem vrednosti parametara oksidativnog stres#ilke Zivotinja razitite starosne
dobi razlikuju se zn@jno u nekim parametrima. Lipidna peroksidacija (N)lxod mladih
pacova je statistki znaajno snizena (p<0.001) kod kontrolne grupe mladilcopa u
odnosu na grupu starih pacova dok je aktivnostrelgal-dismutaze statigki znatajno

poviSena kao i koncentracija nitrita (p<0.05, p40.0rabela 17).

Tabela 17.Parametri oksidativhog stresa u jetri kontrolnilugg pacova Wistar soja
razlicite strarosne dobi

Kontrolna grupa-mladi Kontrolna grupa-stari
SOD (U/mg proteing 360.37 +24.28367 333.27 +17.03
CAT (umolHO2/min/mg 154.98 + 21.11 144.86 + 3.33
proteina)
MDA (nmol/ mg proteina) 73.73 £7.77 94.06 +7.54
nitriti (Lmol/mg proteing 6.37 £ 0.96 4.65 +0.39
SHgrupe (umol/mg 1053.79 + 88.67 1062.78 + 22.34
proteina)
PONZ1(U/min/mg proteinp  24.48 +2.94 28.55 £ 5.02

Statisttka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti kontrolnih grupas.0.05**p<0.01,
***p<0.001

4.6. Parametri oksidativnog stresa kod pacova Wiat soja tretiranih ribljim uljem

Uticaj suplementacije ribljim uljem na parametre sidiativnog stresa (enzimi
antioksidativne zastite, MDA, sadrzaj SH, nitrRQN) ispitivan je kod pacova Wistar soja

starih 3 meseca i 22 meseca.
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4.6.1. Parametri oksidativnog stresa u krvi mladipacova tretiranih ribljim uljem

Parametri oksidativhog stresa u krvi mladih pacewalizirani su u eritrocitima (SOD,
CAT, MDA) i plazme (nitriti, PON) ispitivanih zivatja.

Vrednosti dobijene za parametre oksidativhog stredaosno vrednosti aktivnosti enzima
antioksidativnog sistema zastite (AOS), (AOS engutigxidative defence system) i
koncentracije malondialdehida (MDA) i nitrita, ssaitki se zn&ajno razlikuju u grupi
mladih pacova tretiranih ribljim uljem u odnosu kantrolnu grupu mladih Zivotinja
(Tabela 18).

Aktivnosti superoksid-dismutaze (SOD) i aktivhosttddaze (CAT) u eritrocitima su se
statisttki znatajno povéale (p<0.01, p<0.05). Koncentracija nitrita u plaza znéajno
smanijila (p<0.001), kao i (MDA) (p<0.01), parametigidne peroksidacije. Aktivhost
paraoksonaznog enzima (PON1) se stakisti znaajno povéala (p<0.001).
Suplementacija ribljim uljem kod mladih pacova \&lissoja u trajanju od Sest nedelja
dovodi do smanjenja lipidne peroksidacije i peuga antioksidativne zastite (pcdemja

aktivnosti AOS enzima).

Tabela 18.Parametri oksidativnog stresa u eritrocitima zpiamladih pacova Wistar soja
tretiranih ribljim uljem

Tretirana grupa

Kontrolna grupa

SOD (U/ gHb) 321.15 + 25.32
CAT (umolHO,/gHb/min)  48.15 +5.73

MDA (nmol/gHb) 49.93+11%
Nitriti (Lmol/L) 56.85 + 3.65"
SH grupe (umol/L) 516.76 £ 72.87

PON1 (U/L) 152.67 + 4.86°

290.75+18.5

41.66 £4.10

66.04 +7.35

63.43 £2.75

539.45 +66.13

141.10 +3.91

"p<0.05"p<0.01"p<0.001 statistka zna&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane grupe

i kontrolne grupe Zivotinja
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4.6.1.2. Relativna aktivnhost LDH izoenzimskih oblila kod mladih pacova Wistar soja
tretiranih ribljim uljem

Tretman mladih pacova Wistar soja ribljim uljem ddv do promena u relativnoj
aktivnosti laktat-dehidrogenaze (LRE) kod mladih pacova (Slika 16). Procenti relativhe
aktivnosti izoenzimskih oblika LDt kod tretirane grupe pacova pokazuju statksti
znaajno snizenje LDKizoenzimskog oblika (p<0.01) kao i z@gno poviSenje relativne
zastupljenosti LDH(p<0.05) u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.

a)
LDH5
LDH4
LDH3
b) = = = |LDH2
_ " ILDH1
50-
40-
I 30-
)
|
XX 204
104 E m % *
O v v v v J J v %‘
D RV Q0 Q> Q6 & s s
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Slika 16. Relativha zastupljenost izoenzimskih oblika LDH wm mladih pacova
tretiranih ribljim uljem. a) nativha elektroforeza LD b) relativna aktivnost
izoenzimskih oblika LDH kod kontrolne grupe (LR i tretirane grupe (LDkksg), -

p<0.05, " p<0.01, statistka zn&ajnost razlike srednjih vrednost tretirane i kolmteo
grupe Zivotinja
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4.6.3. Parametri oksidativhog stresa u jetri mladihWistar pacova tretiranih ribljim
uljem

Dodatak ribljeg ulja u hrani mladih pacova, u trgjaod Sest nedelja, dovodi do 2apih
promena u parametrima oksidativnog stresa (enzinmtekaidativhe zastite, sadrzaja
MDA, nitrita, SH grupa i aktivnosti PON) u jetrietiiranih zivotinja u odnosu na kontrolnu
grupu zivotinja. Statistki se zn&ajno smanijio stepen lipidne peroksidacije (p<0.001)
aktivnost katalaze (p<0.05), koncentracija nit(pp&0.01), dok se aktivhost paraoksonaze
(PON1) statistiki znatajno povéala (p<0.01) (Tabela 19).

Tabela 19 Parametri oksidativnog stresa u jetri mladih VAfigpacova tretirnih ribljim
uljem

Tretirana grupa Kontrolna grupa
SOD (U/mg proteina) 353.87+ 16.24 360.37 +24.28
CAT (umolH0-/min)/mg  138.62 + 3.41 154.98 £21.11
proteina)
MDA (nmol/mg proteina) 47.8 +10.68 73.73+7.77
nitriti (umol/mg proteina) ~ 4.33 +1.61 6.37 +0.96
SH grupe (umol/mg 1070.28 £ 156.43 1053.79 + 88.67
proteina)
PON 1(U/min/ mg proteina) 42.37+473 24.48+2.94

"p<0.05, #p<0.01, ™p<0.001 statistka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane
grupe Zivotinja i kontrolne grupe

75



Doktorska disertacija Tamara Popévi

4.6.4. Parametri oksidativnog stresa u eritrocitima plazmi starih Wistar pacova

Suplementacija ribljim uljem starih Wistar pacovapomenutoj dozi u trajanju od Sest
nedelja, dovela je do promena u parametrima oksitay stresa u krvi tretiranih Zivotinja
u odnosu na kontrolnu grupu. Aktivnost superoksgirditaze (SOD) se z&ano povéala
(p<0.01) u odnosu na kontrolnu grupu, kao i aktstrkatalaze (CAT) (p<0.05). S druge
strane stepen lipidne peroksidacije (MDA) secajrago smanjio (p<0.001), i koncentracja
nitrita (p<0.001) u plazmi tretiranih Zivotinja Wiwosu na kontrolnu grupu. Koncentracija
slobodnih SH grupa se paaa (p<0.05), kao i aktivhost paraoksonaze (PON1)
tretiranoj grupi (p<0.05) (Tabela 20).

Tabela 2Q Parametri oksidativhog stresa u eritrocitimaaizphi starih pacova Wistar soja
tretiranih ribljim uljem

Tretirana grupa Kontrolna grupa
SOD (U/gHDb) 350.95+17.30 304.74+25.52
CAT (U/gHb) 54.64 £5.12 43.55 + 10.37
MDA (nmol/gHb) 40.31 +3.171 56.39 + 3.51
Nitriti (pmol/L) 30.77 +8.67 72.69 +13.58
SH grupe (umol/L) 643.86 + 37.65 599.96 +26.48
PON1(U/L) 126.33+6.74 115.16 + 9.04

"p<0.05,” p<0.01,” p<0.001 statistka zna&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane i
kontrolne grupe grupe Zivotinja
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4.6.4.1. Relativna aktivnost LDH izoenzimskih oblik kod starih pacova Wistar soja
tretiranih ribljim uljem

Tretman starih pacova Wistar soja ribljim uljem ddivdo promena u relativnoj aktivosti
laktat-dehidrogenaze (LDH) (Slikal7). Procenti relativne aktivnosti izoenskih oblika
LDH1s kod tretirane grupe pacova ribljim uljem pokazujatisticki znatajno snizenje
LDHs (p<0.01) izoenzimskog oblika, kao i LRHp<0.05), LDH (p<0.01) i LDH
(p<0.01), a statistki znatajno povisenje LDKI(p<0.01) izoenzimskog oblika u odnosu na
kontrolnu grupu.

a)
LDH5
LDH4
LDH3
“"| LDH2
LDH1
b)
40+
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Slika 17. Relativha aktivnost izoenzimskih oblika LDH tretre grupe ribljim uljem
(LDHEgi.g5) 1 kontrolne grupe (LDHls): a) nativna elektroforeza LDH b) relativha
aktivnost izoenzimskih oblika LDH,p<0.05, ~p<0.01 statistka zn&ajnost razlike
srednjih vrednosti tretirane grupe i kontrolne grapvotinja
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4.6.5. Parametri oksidativnog stresa u jetri starihpacova tretiranih ribljim uljem

Parametri oksidativnog stresa u jetri promenilisgeuposle tretmana starih pacova ribljim
ullem u odnosu na kotrolnu grupu zivotinja (Tab21g. Aktivhost superoksid-dismutaze
se povéala (p<0.05), kao i aktivnhost katalaze (p<0.05)retitanoj grupi Zivotinja u
odnosu na kontrolnu grupu. Stepen lipidne perokgelaMDA) u jetri zn&ajno se
smanjio (p<0.001), kao i koncentracija nitrita (3D i aktivhost PON (p<0.01) u
tretiranoj grupi (p<0.01), dok se ka&la SH grupa pouvala, (p<0.05) u odnosu na

kontrolnu grupu starih pacova (Tabela 21).

Tabela 21 Parametri oksidativhog stresa u jetri starih Wfigtacova tretiranih ribljim
uljem

Tretirana grupa Kontrolna grupa
SOD (U/mg proteing 394.88 + 45.45 333.27+17.03
CAT (umolH0,/min/mg ~ 157.24 + 11.37 144.86 £ 3.33
proteina)
MDA (nmol/ mg proteina)  77.37 + 3.53 94.06 + 7.54
nitriti (umol/mg protein  3.89+0.31 4.65 +0.39
SHgrupe (umol/mg 1094.09 + 16.54 1062.79 + 22.34
proteina)
PON1(U/min/mg proteini 19.20 + 2.69 28.55 +£5.02

"p<0.05, "p<0.01, " p<0.001 statistka zn&ajnost razlike srednjih vrednosti tretirane
grupe Zivotinja i kontrolne grupe
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4.7. Korelacije parametara oksidativhog stresa i a&lrzaja masnih kiselina u
fosfolipidima plazme i jetre mladih i starih pacova

Ispitivanjem povezanosti parametara oksidativhagsst i sadrzaja pojediEr@h masnih
kiselina u fosfolipidima plazme i jetre &ne su pozitivne i negativne korelacije i kod
mladih i starih pacova (Tabela 22 i Tabela 23).

4.7.1. Korelacije parametara oksidativnog stresa isadrzaja masnih kiselina u
fosfolipidima plazme mladih i starih pacova

Pri ispitivanju mdusobne povezanosti parametara oksidativnog stressadrzaja
pojedin&nih masnih kiselina u fosfolipidima plazme kod kwinih i tretiranih grupa
mladih i starih Wistar pacova, &ene su statistki zna’ajne (p<0.05) pozitivhe i negativne
korelacije (Tabela 22). U kontrolnoj grupi mladiagova ndena je pozitivna korelacija (r
=0.805) izmdu sadrzaja palmitoleinske kiseline (16:1,n-7) irgagh tiolnih grupa, dok je
posle tretmana ribljim uljem iznde ovih parametara ut#ena negativna korelacija (r=-
0.717) kao i sadrzaja tiolnih grupa i lipidne pesidlacije (MDA) (r=-0.748).

U kontrolnoj grupi starih pacova postoji veoma jgkezitivna korelacija izmedju sadrzaja
MDA i dokozaheksaenske kiseline (22:6) (r=0.83@o k izmedju aktivhosti superoksid-
dismutaze i sadrzaja oleinske kiseline u fosfolipal (r=0.888). Negativna korelacija
naiena je izméu aktivnosti superoksid-dismutaze i sadrzaja dokeksaenske kiseline
(r=-0.877) (Tabela 22).

Posle tretmana ribljim uljem starih pacova Wistajasnaena je veoma dobra (r=0.841)
pozitivna korelacija izm#u sadrzaja tiolnih grupa i aktivnosti superoksidrautaze,
izmedju koncentracije nitrita i aktivnosti katalaze0.884) , kao i negativna korelacija (r=
-0.829) izméu aktivnosti superoksid-dismutaze i linolne kiselin
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Tabela 22. Korelacije parametara oksidativhog stresa i sadrdK u fosfolipidima
plazme mladih i starih pacova Wistar soja u gruptitanoj ribljim uljem i kontrolnoj
grupi pacova

Korelacioni Nivo Korelacioni Kontrola (K) Mladi /Stari
parametri znatajnosti (p) koeficijent (r)  /Tretman(T)

SH/16:1 0.016 0.805 K Mladi pacovi
SH/16:1 0.045 -0.717 T Mladi pacovi
SH/MDA 0.033 -0.748 T Mladi pacovi
MDA/22:6 0.041 0.830 K Stari pacovi
SOD/18:1,n-9  0.044 0.888 K Stari pacovi
SOD/22:6 0.051 -0.877 K Stari pacovi
SH/SOD 0.036 0.841 T Stari pacovi
Nitriti/ CAT 0.004 0.884 T Stari pacovi
SOD/18:2 0.041 -0.829 T Stari pacovi

4.7.2. Korelacije parametara oksidativnhog stresa isadrzaja masnih kiselina u
fosfolipidima jetre mladih i starih pacova

U kontrolnoj grupi mladih pacova tena je veoma jaka pozitivha korelacija (r=0.920)
izmedu aktivnosti katalaze u jetri i sadrzaja dokozaetiske kiseline (22:4,n-6) u
fosfolipidima jetre (Tabela 23). Posle tretmandjinbuljem naiena je pozitivha korelacija
izmedu koli¢ine tiolnih grupa i aktivnosti katalaze (r=0.81&medu lipidne peroksidacije
(MDA) i sadrzaja palmitinske kiseline (r=0.749)maiu MDA i sadrzaja linolne kiseline
(r=0.717) u fosfolipidima jetre tretiranih zivota;

Parametri koji koreliraju u jetri starih pacovaarirolne i tretirane grupe se razlikuju od
parametara mladih pacova.

U kontrolnoj grupi starih pacova postoji negatiaelacija izmédu sadrzaja SH grupa i
sadrzaja eikozapentaenske kiseline (20:5) (r=@).85 fosfolipidima jetre, pozitivha

korelacija izmdu lipidne peroksidacije (MDA) i aktivnosti katalaagetri (r=0.884).
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Posle tretmana ribljim uljem starih pacova Wist@asiaiena je pozitivna korelacija nitrita
u jetri i sadrzaja palmitinske kiseline (r=0.810)fasfolipidima jetre, kao i negativna
korelacija nitrita i sadrzaja palmitoleinske kisei(r= -0.905). Aktivnost katalaze u jetri
negativno korelira sa sadrzajem vakcenske kiséliBel, n-7) (r= -0.834) u fosfolipidima
(Tabela 23).

Tabela 23.Korelacije parametara oksidativnog stresa i sadrH{ u fosfolipidima jetre
mladih i starih pacova Wistar soja u grupi tretojnbljim uljem i kontrolnoj grupi pacova

Korelacioni Nivo Korelacioni Kontrola Mladi /Stari
parametri znacajnosti (p) koeficijent (r)  (K)/tretman(T)

CAT/22:4 0.001 0.920 K Mladi pacovi
SH/CAT 0.014 0.813 T Mladi pacovi
MDA/16:0 0.033 0.749 T Mladi pacovi
MDA/18:2 0.045 0.717 T Mladi pacovi
SH/20:5 0.032 -0.850 K Stari pacovi
MDA/CAT 0.019 0.884 K Stari pacovi
Nitriti/16:0 0.05 0.810 T Stari pacovi
Nitriti/16:1 0.013 -0.905 T Stari pacovi
CAT/18:1,n-7 0.039 -0.834 T Stari pacovi
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\% DISKUSIJA

Sinteza n-3 masnih kiselina nije méguu organozmu te ih je neophodno unositi hranom.
Nazivaju se esencijalnim. Alfa-linolenska kiseli(@LA) nalazi se u biljkama, uljima,
sojinom ulju, lanenom ulju, orasima, ulju repicekdzapentaenska i dokozaheksaenska
kiselina mogu se au algama, ribi (losos, tuna, skusa). Poznatogeidos n-3 masnih
kiselina putem hrane bogate ribom i proizvodimarise® kao i korigenjem dijetetskih
suplemenata koje sadrze n-3 MK doprinosi tzv. ,zonadijetama”“. Antioksidativni efekti
n-3 masnih kiselina povezani su sa procesima lgjkroksidacije. Optimizacija uslova za
ispoljavanje antioksidativnih efekata n-3 masnitekina iz ribe i dijetetskih saplemenata
bila je od velikog znéaja (EFSA, 2010). Kad je ¢ dijetetskim suplementima neophodni
uslovi zadovoljeni su dodatkom smeSe tokoferola$tabilizatora u sastav kapsula ribljeg
ulja. Takate, tokoferoli se dodaju i mnogim proizvodima oderikao Sto su riblji fileti,
pastete od ribe kao antioksidanti.

Linolna masna kiselina (LA, n-6) ne moZze biti strg@nade novood stran&selija sisara.
Zbog toga se mora unositi i esencijalne je. Glaxwori LA su cerealije, jaja, Zivotinjska
mast, hleb sa celim zrnima, suncokret. Esencijatresne kiseline su vazni sastojci
membrana sviléelija i uticu na membransku pokretljivost i propustljivost kaponaSanje
membranski vezanih enzima i receptora.

Polinezasiene masne kiseline (PUFA) funkcioniSu kao endogantiinflamatorni
molekuli. Studija EI-BAdry i sar. je objavila dokazza te efekte n-3 PUFA u jetri
transgenskih fat-1 miSeva koji su u stanju da séuen-3 masne kiseline iz n-6 PUFA uz

poma: endogene desaturaze. (EI-BAdry, 2007)

5.1. Biohemijski parametri u plazmi pacova Wistarsoja i uticaj suplementacije
ribljim uljem

Vrednosti biohemijskih parametara plazme kod migzhbova pokazuju da je tretman sa
ribljim uljem doveo do zn@mjnog smanjenja koncentracija triglicerida i LDLUésterola, a
do poveéanja plazma koncentraciju HDL i mokree kiseline. Tretmanom su se smanijile
plazma koncentracije non-HDL u odnosu na kontr@rupu kao i odnos CHOL/HDL koji
predstavlja kardiovaskularni rizik. LDL/HDL odnoparametar rizika od ateroskleroze

tretmanom se taki® zn&ajno smanjio kao i odnos nonHDL/HDL (Tabela 2 i 3).
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Kod starih pacova tretiranih ribljim uljem doSlo @o zn&ajnog sniZzenja plazma
koncentracija holesterola i LDL-a, do pdéa@ja plazma HDL koncentracije i mokree
kiseline. Tretmanom su se ago snizili i kardio (CHOL/HDL) i aterogeni rizici
(LDL/HDL), kao i non-HDL i odnos non-HDL/HDL. (Talke 4 i 5)

Dakle, moze se zakkiti da suplementacija ribljim uljem u ishrani mladistarih pacova
dovodi do hipotrigliceridnog i hipoholesterolemiggk efekta kao i do smanjenja faktora
kardiovaskularnog rizika i rizika od ateroskleroze.

Poredéi biohemijske parametre u plazmama kontrolnih gragladih i starih pacova,
uoceno je zn&jno poveéanje koncentracije holesterola (p<0.01), HDL-hdesit
(p<0.001), triglicerida (p<0.001), u plazmi kontrel grupe mladih pacova u odnosu na
kontrolnu grupu starih pacova (slike 13,14,15).yfand i sar. ispitivali su efekte estara
EPA i DHA na lipidni metabolizam kod pacova. Zivijé su hranjene gavazno u dozi
1g/kg/dan, 3 meseca. Ova studija je pokazalaadmén estrima EPA (EPA-EE) i estrima
DHA (DHA-EE) dovodi do snizavanja nivoa holesterala@lazmi dok tretman samo EPA-
EE snizava koncentraciju triglicerida u plazmi. Ukrazomima jetre EPA-EE povava
HMG-CoA holesterol-acil-transferaznu  aktivnost. ilibija aktivhosti HMG-CoA
reduktaze u DHA-EE tretiranim pacovima moZe dogrineipoholesterolemijskom
delovanju (Froyland 1996). Leigh-Firbank i sar. leonstatovali da riblje ulje moze
redukovati koncentraciju triglicerida i smanijitzik od kardiovaskularnih oboljenja (Leigh,
2002). Berge i sar. su u svojoj studij vitro zakljuéili da zna&ajnije EPA nego DHA
snizava koncentraciju triglicerida u plazmi (Berd890). Povéani unos ribljeg ulja (n-3
PUFA) redukuje incidencu od kardiovskularnin bdlg#itasikova, 2008). Studija je
pokazala da n-3 PUFA z&gno snizavaju arterijski krvni pritisak ne samalkouzjaka i
zenki spontano hipertenzivnih (SH) pacova (Mitag&o02008), vé i kod pacova sa
poviSenim trigliceridima kod kojih snizavaju i pfaa koncentraciju triglicerida (Tribulova
2007).

Dobijeni rezultati studije u kojoj su mladi i staacovi tretirani ribljim uljem idu u prilog
zn&ajnog snizenja triglicerida kod starih pacova kataikontrolna grupa mladih pacova
ima ViSi nivo plazma triglicerida u odnosu na koimu grupu starih pacova (Chapman,
2000). Rezultati pomenutih studija na animalnindeiona, kad su biohemijski parametri

plazme u pitanju, su u skladu sa rezultatima koje dobili u nasoj studiji .
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U humanim studijama dobijeni su gotovo idéntirezultati. U studiji McComir i sar,
izveden je zakljtak da 12 nedeljni tretman sa 3-6g ribljeg ulja dreeutice na smanjenje
telesne tezine i niz patologija povezanih sa mét&km sindromom kod ispitivane grupe
pacijenata (McComir, 2009). Krajem devedesetih gadi nekoliko studija potiteno je
hipotrigliceridno dejstvo ribljeg ulja (Harris, 189 Riblje ulje ima osim hipotrigliceridnog
I antiinflamtorno delovanje u reumatoidnom artdtisulcerativnom kolitisu i sl.
dijagnozama povezanih sa inflamatornim odgovoroao, $o je CVD i dijabetes mellitus
tip 2.

5.2. Uticaj suplementacije ribljim uljem na masnokselinske profile fosfolipida

plazme i jetre pacova razltitih starosti kao i na aktivhost desaturaza i elongza

Tretman ribljim uljem uticao je na promenu profifesnih kiselina fosfolipida i u plazmi i

u jetri ispitivanih zivotinja.

5.2.1. Uticaj suplementacije ribljim uljem na masndiselinske profile fosfolipida

plazme pacova razKitih starosti

Tretman ribljim uljem u naSem eksperimentu dovedqestatistiki znatajnog povéanja
(p<0.05) stearinske kiseline (18:0) i kod mladikod starih pacova, u odnosu na njihove
kontrolne grupe. Prisutno je i paanje oleinske kiseline (18:1,n-9) (p<0.001) kod
tretirane grupe mladih Zivotinja, paianje vakcenske kiseline (18:1,n-7) (p<0.05) kod
tretirane grupe starih Zivotinja u odnosu na njédwntrolne grupe. Kod mladih pacova
tretman je doveo do snizenja (p<0.05) linolne kmel(18:2), dok je kod starih tretman
doveo do poviSenja (p<0.01) linolne kiseline u aginma kontrolne grupe Zzivotinja.
Suplementacija je dovela do statiktizna’ajnog snizenja (p<0.001) arahidonske kiseline
kod obe grupe tretiranih zivotinja. Sadrzaj EPAgar@ualno je povisen (p<0.001) kod
mladih pacova i starih pacova (p<0.05) u odnosu koatrolne grupe zivotinja.
Dokozapentaenska kiselina (DPA) poviSena jeéame kod obe grupe tretiranih Zivotinja
(p<0.001), dok je kod mladih pacova poviSena dotair@enska kiselina (p<0.001).
Ukupne MUFA su se statigki znatajno povéale (p<0.05), kao i n-3 (p<0.001), dok se
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odnos n-6/n-3 statiski znatajno smanijio (p<0.001), kod mladih pacova posténiana
ribljim uljem, u odnosu na kontrolnu grupu.

Polinezasiene MK n-3 i n-6 serije se brzo ugrgu u ¢elijske membrane i utu na mnoge
bioloSke funkcije, membransku fluidnost, aktivacijuacelularnih puteva produkcijom
eikozanoida, gensku ekspresiju ¢elijsku diferencijaciju (Alexender, 1998). Balans
izmedju n-6 i n-3 MK u unosu je vazan zbog njih@eenpetitivhe prirode. EPA ima ulogu
prekursora za prostaglandin-3, tromboksana-3 ideidne-5 serije. Ona ima sposobnost
da deliméno blokira konverziju n-6 MK do Stetnih eikozanoidako redukujdi
kardiovaskularni rizik i inhibira nastanak tumomag@ga, 2003, Argi 2009). DHA ima
protektivhu ulogu u Alchajmerovoj bolesti i drugipova demencije (Arterburn,2006).
Membranska fluidnost zavisi od masnokiselinskodfilardosfolipida, od duzine lanca
masnih kiselina i stepena nezasiosti. Véa prisutnost zaéenih masnih kiselina u
¢elijskoj membrani menja membransku lipidnu fluidho@opovic, 2010). Dijetarni
masnokiselinski profil utie na tkivni masnokiselinski profil kao i ha memlskinprofil
MK i membransku proteinsku funkciju (Hynes 2003)studiji Calviello i sar. u kojoj su
Wistar pacovi gavazno primali EPA ili DHA (360mg/gn), tokom 1-4 nedelje, EPA
tretman je povéao EPA i DPA procentualni sadrzaj u fosfolipidimlazme. DHA tretman
pove&ao je DHA sadrzaj u fosfolipidima plazme. Oba tretra smanjuju sadrzaj
arahidonske kiseline i n-6/n-3 PUFA odnosa u fagidima plazme i u membranama, bez
modifikacije indeksa desaturacije (Calviello, 1997)

U studiji Harris i sar. rdenoj sa Wistar pacovima starih 8 nedelja, nisuqpalet zng&ajne
promene u ukupnim za&sinim (SFA), mononezasnim (MUFA) i polinezasienim
(PUFA) koncentracijama posle tretmana ribljim uljé8@0mg/kg/dan, 4-6 nedelja) (Haris
1989). Ovi rezultati nisu u skladu sa rezultatiragenstudije u kojoj je dosSlo do promena u
MUFA, n-3 i odnosu n-6/n-3 posle saplementacije kdddih Wistar pacova.

U animalnim modelima pokazano je da PUFA redukejuaimu inflamaciju i fibrozu, da
smanjuju inflamaciju, snizavaju trigliceride, plaanglukozu kod izazvanog dijabetesa.
(Lauretani, 2010).In vitro, EPA utfe na endoteln&elije u kulturi da otpustaju
relaksirajuie faktore (EDRF, NO) (Ferrucci, 2006).

Sadrzaj masnih kiselina u fosfolipidima seruma/plazsu biohemijski markeri fizioloSkog

statusa razitih masnih kiselina i predstavljaju indikator ntitmog unosa n-3 masnih
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kiselina ukljuituju¢i EPA i DHA. Nekoliko studija (Simon, 1995; HoluBP04; Lemaitre,
2003) su pokazale obrnutu korelaciju izmedju ukbpm-3 MK u fosfolipidima
seruma/plazme i rizika od koronarnogreyg oboljenja, ateroskleroze. N-6 masne kiseline
(arahidonska Kkiselina, AA izmedju ostalih) koje pusutne u razéitom odnosu u
razlicitim  tkivima ukljucuju¢i serumske/plazma fosfolipide konvertuju se u
proinflamatorne eikozanoide i druge produkte powezaa inflamatornim procesima i
nekim hronénim poreméajima. Odnos AA/EPA serum/plazma fosfolipida kaagli
pozitivno sa Klinkkim simptomom depresije, dok se visok odnos AA/DHévezuju sa
neuroloskim poremi@jima. Odnos ukupnih masnih kiselina u serumu/pidesfolipida i
ukupnih n-3 MK takodje predstavljaju faktor rizika koronarna gana oboljenja. Odnosi
AA/EPA, AA/DHA, AA/(EPA+DHA) mogu se posmatrati kanezavisni u odnosu na
ukupne MK. Odnos n-6/n-3 koji je <4.5 smatra sepdpada kategoriji ,nizeg rizika" za
koronarna oboljenja, dok se za odnos AA/(EPA+DH&)1 mozZe ré da predstavlja
»hizak rizik* kad su fatalni ishodi infarkta miokda u pitanju (Holub, 2009)

Veliki broj razliciih studija izveden je na humanoj populaciji kéegsjem ribljeg ulja ili
suplemenata istog u ragtim dijagnozama. Pacijentima (hréna bubrezna bolest,
dijabetes mellitus 2, depresija, hipertenzija) pe patetku studije potwten deficit n-3
masnih kiselina u profilima MK plazme. Suplemenami je doSlo do pov@anja ukupnih
n-3 MK i smanjenja n-6/n-3 odnosa kao i do promensadrzaju pojeditaih masnih
kiselina u fosfolipidima plazme (Morris, 1993; Per2005; Lauretani, 2010).

5.2.2. Uticaj suplementacije ribljim uljem na masnd&iselinske profile fosfolipida jetre
pacova razlkitih starosti

Tretman ribljim uljem uticao je na masnokiselingkofil fosfolipida jetre kod mladih i
starih pacova. Tretmanom je doSlo do sta&lstznatajnog povéanja procentnog sadrzaja
linolne kiseline (18:2) (p<0.001)¢-linolenske kiseline (18:3) (p<0.01) i dihonye-
linolenske kiseline (20:3) (p<0.05) kod mladih pagga odnosu na kontrolnu grupu dok se
sadrzaj arahidonske kiseline kao i dokozatretraengkleine (22:4) fosfolipida jetre
tretiranin mladih Zivotinja statiski znaajno snizio (p<0.001) u odnosu na kontrolnu
grupu zivotinja. Kod tretiranih zivotinja procenatmastupljenost EPA (20:5), DPA (22:5)
(p<0.001), i DHA (22:6) (p<0.01) se paada u fosfolipidima jetre mladih Zzivotinja.
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MUFA su se statistki znatajno povéale (p<0.05), kao i ukupne n-3 (p<0.001), dok se
sadrzaj n-6 smanjio (p<0.01) kao i odnos n-6/p<30(001) ) u fosfolipidima jetre mladih
pacova u odnosu na kontrolnu grupu.

Kod grupe starih pacova tretiranih ribljim uljem Sitw je do povéanja sadrzaja
palmitinske kiseline (16:0) (p<0.001), vakcensk&:{n-7) (p<0.05), linolne kiseline
(18:2) (p<0.01), EPA (p<0.001), DPA (p<0.001) izemja AA(p<0.001). Ukupne SFA i
PUFA i ukupne n-3 (p<0.001) su se péate (p<0.001), n-6 su se snizile kao i odnos n-
6/n-3 (p<0.001) , u poredjenju sa kontrolnom grupom

Dakle, tretman ribljim uljem zrEajno je kod zivotinja obe strar osne dobi sniziaphe n-

6, snizio odnos n-6/n-3, a od pojedindn MK snizio AA, povéao EPA, DPA, i linolnu
kiselinu u fosfolipidima jetre.

Jetra je jedan od organa na koje moZe uticati pef@nu n-6/ n-3 odnosu. Kod miSeva n-3
PUFA ublazava inflamaciju jetre i redukuje sadmbajsti u steatoznim jetrama. Pretretman
sa n-3 PUFA zm@mjno smanjuje obim mikrocirkulatornog defekta koprati
ishemia/reperfuzija ostenja i Stiti od hepatocelularnin o8émja u makrostetoznoj jetri
miSa. Sléna zastita prijavijena je kod normalnih jetri migekoji su bili na pretretmanu
farmakoloSkim supstancama koje menjaju nivo eikomi (lwata, 1999). Nesporno je da
PUFA imaju veliki uticaj na funkciju jetre. One smaju ekspresiju hepdtih gena za
glikoliti cke i lipogenske regulatorne enzime (Giudetti, 2003)

Souza Melo i sar. Ispitivali su efekat tretmana masnim kiselinama posle parcijalne
hepatoktomije (70%) kod pacova. Posle tretmanaejawa se koncentracija GSH u
plazmi i jetri. U tretiranoj grupi zivotinja dolazi do zn&ajnog smanjenja lipidne
peroksidacije. S obzirom da je hepatoktongar seve¢ izvor slobodno radikalskih
preocesa, tretman sa n-3 masnim kiselinama dopjenantioksidativnom efektu i delovao
povoljno na regenereciju jetre (Souza Melo, 2010).

Unos n-3 PUFA rezultuje u normalizaciji n-3/n-6 oda, redukovanoj intrahep&tom
sadrzaju masti i makrosteatozi. Kod NESHA, masredkiski profili fosfolipida u jetri su
sadrzali viSi n-6 i nizi n-3 PUFA sa zt&no povéanim n-6/n-3 odnosom u pdenju sa
normalnim jetrama. Suplementacijom n-3 u toj siudipd nealakoholisane masne jetre,
shizavaju se transaminaze i trigliceridi u pimeju sa kontrolnom grupom dok je sadrzaj

AA i n-6/n-3 odnos bio nizi u podenju sa kontrolnom grupom (Araya, 2004).
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Neadekvatni unos ALA, neodgovaréjubalans sa LA ili porent@ji desaturacija i
elongacija su poznati faktori koji ati na metabolizam n-3 PUFAs. U prisustvu jednog ili
viSe ovakvih faktora , produkcija ALA derivata jenanjena. n-3 PUFA uti na lipidnu
homeostazu jetre preko transkripcionih faktora zima koji imaju glavnu ulogu u
metabolizmu MK i akumulaciji masti u jetri. n-3 P nishodno reguliSu transkripcioni
faktor sterol regulatorni element vezéijprotein-1 (SREB-1), i smanjuju DNA vezivanje
nuklearnog faktora-Y (NF-Y). SREBP-1 ushodno reguililipogenine gene, sintazu
masnih kiselina (FAS) i sterol-CoA-desaturazu-1 @8O i zbog toga potenciraju
akumulaciju triglicerida u jetri ( Sekiya, 2003).08tupnost NF-Y je esencijalna za
transkripciju FAS. Mutacija NF-Y inhibira SREBP-Ibgredovani supresivni efekat n-3
PUFA na FAS. S druge strane, n-3 dugtéare PUFA ushodno reguliSu peroksizomalni-
proliferiSuéi-aktiviraju¢i-receptor-alfa (PPAR-alfa) koji stimuliSe oksidaci masnih
kiselina jetre i povéava transkripciju za mitohondrijalnu karnitin- patoi- transferazu-1
(CPT-1) i peroksizomalnu acil-CoA oksidazu (ACQO)fan-Garcia, 2007). PPAR-alfa
poveava sekreciju apolipoproteina B-100, glavnog striukbg proteina VLDL-a i
ushodno reguliSe ekspresiju MK vezigg proteina jetre (LFABP) koji je esencijalan za
sekreciju apo B-100 (Badry, 2007).

Poredéi masnokiselinske profile u fosfolipidima jetre tugi pacova (starih 8 nedelja) sa
fosfolipidima jetre mladih pacova u naSem ekspenitmeukupne n-3 MK procentualno su
manje zastupljene, kao i n-6/n-3 odnos koji je wsi masnokiselinskim profilima
fosfolipida jetre kod mladih (3 meseca) pacova dema eksperimentu (RigtMedic,
2003).

Pacovi tretirani ribljim uljem u studiji Amusquivasar. imaju procentualno visi sadrzaj n-
3 MK, EPA, DHA u fosfolipidima jetre u odnosu nadszaj istih masnih kiselina u
fosfolipidima plazme. U istoj studiji sadrzaj oleke kiseline visi je u fosfolipidima
plazme tretiranih zivotinja nego u fosfolipidimarge dok je sadrzaj arahidonske kiseline

nesto visi u fosfolipidima jetre nego u fosfolipith plazme (Amusquivar, 2000).

88



Doktorska disertacija Tamara Popévi

5.2.3. Profili MK fosfolipida jetre kontrolnih grup a pacova Wistar soja razltite

starosne dobi

Sadrzaj stearinske kiseline (18:0) u fosfolipidiplazme statistki je zna&ajno nizi
(p<0.01) u kontrolnoj grupi mladih pacova, dok j@genat oleinske kiseline (18:1,n-9) i
vakcenske (18:1,n-7) z&ano visSi (p<0.01) u odnosu na kontrolnu grupuibtaacova.
Sadrzaj linolne kiseline (18:2) kao i sadrzaj adahiske (20:4) je z&ajno nizi (p<0.05)
kod mladih pacova u odnosu na kontrolnu grupu tstgacova. Ukupne MUFA su
zna&ajno vise (p<0.01), PUFA znajno nize (p<0.01), kao i ukupne n-6 (p<0.01) u
fosfolipidima plazme u kontrolnoj grupi mladih paeou odnosu na kontrolnu grupu starih
pacova.

Sadrzaj palmitinske kiseline (16:0) procentualnpgeisen (p<0.001) kao i palmitoleinske
kiseline (16:1) (p<0.05) u fosfolipidima jetre urkmlnoj grupi mladih pacova u odnosu
na kontrolnu grupu starih pacova. Linolna kisel{h8:2) je procentualno snizena kaa-i
linoleinska kiselina (p<0.001) i dihomghinolenska kiselina (p<0.05) u fosfolipidima jetre
u kontrolnoj grupi mladih pacova u odnosu na kdntro grupu starih pacova.
Dokozaheksaenska kiselina (p<0.001) je procentuptv@ana (p<0.001), kao i ukupne
n-3 (p<0.001) i odnos n-6/n-3 (p<0.001) u fosfalima jetre u kontrolnoj grupi mladih

pacova u odnosu na kontrolnu grupu starih pacova
5.2.4. Elongaze i desaturaze

Elongaze i desaturaze katalizuju reakcije sinte2¢FWN i PUFA. Procenjene aktivnosti
desaturaza i elongaza u plazmi mladih i starih yaqookazale su statigki znaajne
promene posle suplementacije ribljim ulje, A° i A° desaturaze su statigti znasajno
snizene (p<0.001) u plazmi tretiranih mladih pacavadnosu na kontrolnu grupu. Kod
starih pacova taki® je doslo posle tretmana ribljim uljem do statlgtznatajnog snizenja
u jetri A* desaturaze (p<0.01A° desaturaze (p<0.001) i povisemjAdesaturaze (p<0.05)
u odnosu na kontrolnu grupu pacova.

Dakle, tretman ribljim uljem doveo je do stati&tiznatajnog snizenja*, A> desaturaza u

plazmi kod mladih i starih pacova u odnosu na lantr grupu zivotinja.
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Procenjene aktivnosti desaturaza i elongaza u felaidih i starih pacova pokazale su
statistiki znasajne promene posle suplementacije ribljim uljeaf. i A® procenjena
desaturazna aktivnost smanjila se (p<0.001) u felaidih pacova u odnosu na kontrolnu
grupu. Kod starih pacova procenjene desaturazmenakt se takde smanjilapa® (p<0.01)

i A° (p<0.001). Procenjena aktivnost elongaze se sthiignasajno smanjila (p<0.05) kod
tretiranin mladih pacova, kao i kod tretiranih #tapacova (p<0.001) u odnosu na
kontrolnu grupu zivotinja.

Dakle tretman ribljim uljem doveo je do stati&ii znatajnog shniZzenja procenjenih
aktivnostiA*, A° desaturaza i snizenja procenjene aktivnosti elomgajetri kod mladih i
starih pacova u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja

LA i ALA se metaboliSu do odgovarajin metabolita desaturazno-elongaznim reakcijama
sa istim setom\® i A®-desaturaza i elongaza. U zavisnosti od inicijalsopstrata LA ili
ALA nastaju razkite klase eikozanoida. Kao posledica ishrane, odmésn-3 PUFA
krece se 15-16:1 u zemljama zapadne Evrope, umestoagiainosa 1-4:1. Ovo se moze
popraviti unosom EPA i DHAA®- desaturaze imaju ogra&enu aktivnost da konvertuju
dihomo+v-linolensku kiselinu u arahidonsku kiselinu. Zbagd sinteza antiinflamatornih
eikozanoida nastalih iz dihomehlnolenske kiseline mozZze prevéazi efekte
proinflamatornih eikozanoida nastalih iz arahidrk@nkisleine (AA) (Marra, 1988).

Eikozanoidi nastali iz arahidonske kiseline su d8&l aktivni u malim kollinama. U
vecim koncentracijama oni doprinose formiranju tromlbarazvoju inflamatornih
poreméaja. Unos suplementacijom, EPA i DHA povezan jesis@njenom produkcijom
tromboksana A2 (TXA2), potentnog trombocitnog agteca i vazokonstriktora, i
leukotriena B4 (LTB4) (Sinclair,1990). Visok uno$rPUFA pomera fizioloSki odgovor u
proinflmatorni i protromhbiki sa povéanjem u viskozitetu krvi, vazospazmu i
vazokonstrikciji. Suprotno, n-3 PUFA imaju antisfhtorne, antitrombke,
vazodilatatorne i hipolipertke osobine. Tako, n-3 PUFAs imaju negativni regulat

uticaj na hepatku lipogenezu (Simopoulos, 2003).

Veliki broj faktora je ukljgen u regulacijur® i A® desaturazne aktivnosti. Niskss-

desaturazne aktivnost dena je kod dijabetnih i hipertenzivnin pacova. Drugi
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eksperimenti na pacovima pokazali su da hormoni kglokagon, epinefrin,
glukokortikoidi i tiroksin inhibirajuA® i A® desaturazne aktivnost dok insulin stimulife
desaturaznu aktivnost (Lopez Jimenez, 1993). Knmanikonzumiranje alkohola kao i
gojaznost povezane su sa redukovanim aktivnostesatdraza, a studije na Zivotinjama i
ljudima su pokazale da je aktivnost desaturaza Ingpa@avisna Sto je povezano sa
hormonskim statusom. (Medeiros 1995).

Mnoge studije su ispitivale regulaciju elongazaasisna nivou enzimske aktivnosti.
Ispitivanja su bila usmerena na nutritivhu i tkiveeecifcnu regulaciju ekspresije
elongaza u novije vreme. U jetri pacova Elovl-pjedominantna elongaza (Wang, 2005).
Aktivnosti pacovskih hepatihih A® i A® desaturaza su regulisane i dijetarnim unosom.
Elovl-5 je odgovorna za elongaciju masnih kiselingposobna je da vrSi elongaciju
zastenih masnih kiselina (16:0, 18:0, 20:0, 22:0 i 242 nego mononezgsnih (18:1,
n-9) i polinezasienih (20:4, n-6) masnih kiselina (Wang, 2005).

Pacovska heptha Elovl-5 ekspresija je regulisana na pretranstami nivou sa dijetarnim
n-3 PUFA i PPAR agonistima. Za razliku odA® i A® i A° desaturaza, elongaze ne

pokazuju uniformni odgovor na tretman ribljim uljéigarashi, 2008).

5.3. Parametri oksidativhog stresa

U oksidativnom metabolizmu u fizioloSkim uslovimariranje slobodnih radikala odvija
se kontinuirano, ali u neznatnom obimu. U uslovipmemeéene homeostaze ¢eliji
nastaje viSak slobodnih radikala, Sto dovodi deedestja celija i tkiva. Antioksidativni
sistem objedinjuje niz reakcija usmerenih na t#@egliaspekte i faze u lancu oksidativhog
oStetenjacelija i tkiva (Lykkesfeldt i Svendsen, 1997).

Superoksid-anjon-radikal je jak oksidans, ali npgprooksidativna aktivnost se odnosi na
njegovu konjugovanu kiselinu, peroksil-radikal (HQCkoja inicijalno pokrée proces
oStetenja lipida, oduzimanjem protonaime zapdinje proces peroksidacije lipida.
Autooksidacijom superoksid-anjon-radikala nastajeodonik-peroksid. Ravnotezna
koncentracija vodonik-peroksida ¢eliji se odrzava uz pondokatalaze i glutation-
peroksidaze (GSH-Px). Katalaza, zbog svoje izuzeteoke Vmax, vrlo brzo razgdaje
vodonik-peroksid. Osim ovim putem, vodonik-perdksioze biti homolitiki razgraten i

u prisustvu jona prelaznih metala kao $to sd*FeCu'. Tada nastaje najpotentniji
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kiseonéni radikal, hidroksil-radikal. On, veoma neselehtv inicijalno reaguje sa
oksidativno oStéenje su membranéelija i celijskih organela, zbog visokog sadrzaja
polinezastenih masnih kiselina (PUFA). Sastav membranskiiddip promenjeni fluiditet
uticu i na aktivnost nekih membranskih enzima. U zadssinna kojim se sufelijskim
membranama odigrava peroksidacija lipida, zavisbzbiljnost i obimnost naruSenih
¢elijskih funkcija. Mitohondrijalne PUFA su preteztarget za peroksidacije koje nastaju
delovanjem gvaZa. Kao Sto je w&e napomenuto, peroksidacija lipida je viSefazni psoc
koji se odvija kroz fazu inicijacije, propagacijéerminalnu fazu. Malondialdehid je krajniji
proizvod peroksidacije lipida polinezésnih masnih kiselina, koji se preko Shiff-ovih
baza unakrsno vezuje za proteine i fosfolipide mamb {alko 2007, Mukul 2005,
Pryor 2006, Rossner, 2007.

5.3.1. Parametri oksidativhog stresa u krvi i jetrimladih i starih pacova Wistar soja

posle tretmana ribljim uljem

Posle suplementacije ribljim uljem u trajanju odtSeedelja Wistar pacova doSlo je do
statisttki znatajnog povéanja aktivnosti SOD (p<0.01), CAT (p<0.05) i PONL1
(p<0.001), kao i statistki znatajnog snizenja lipidne peroksidacije (MDA) (p<0.01)
koncentracije nitrita (p<0.001) ) u krvi mladih p&a u odnosu na kontrolnu grupu
Zivotinja (Tabela 16).

Tretman ribljim uljem doveo je do statiti znatajnog snizenja aktivnosti katalaze
(p<0.05), lipidne peroksidacije (p<0.001) i kontanije nitrita (p<0.01), kao i do
poveanja aktivnosti PON1 (p<0.01) u jetri mladih pacava@dnosu na kontrolnu grupu
Zivotinja (Tabela 19).

Kod starih pacova suplementacija ribljim uljem ajanju od 6 nedelja dovela je do
statisttki znatajnog povéanja aktivnosti SOD (p<0.01), CAT (0.05) i PON1 Q&5) i
pove&anja koltine SH grupa (p<0.05), kao i do statikti znatajnog snizenja lipidne
peroksidacije (p<0.001) i koncentracije nitrita (P801) u krvi pacova u odnosu na

kontrolnu grupu zivotinja (Tabela 20).
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Aktivnosti SOD i CAT su se statigki znatajno poveéale (p<0.05), kao i kalina SH
grupa (p<0.05) i aktivnost PON1 (p<0.01), dok gedha peroksidacija zdajno snizila
(p<0.001), kao i koncentracija nitrita (p<0.01)etri starih pacova tretiranih ribljim uljem
u odnosu na kontrolnu grupu pacova (Tabela 21).

Dakle, tretman ribljim uljem kod mladih pacova urije krvi doveo je do zn&jnog
snizenja lipidne peroksidacije, snizenja koncenmgadatrita, povéanja aktivnosti PON1 u
odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja. Kod starih gactretman ribljim uljem doveo je do
statistéki znatajnog sniZzenja lipidne peroksidacije, koncentradijrita, poveanja
kolicine SH grupa, aktivnosti SOD, CAT i PON1 u odnoalkantrolnu grupu Zivotinja.
Tretman ribljim uljem kod pacova obe starosne dabijetri i u krvi doveo je do snizenja
lipidne peroksidacije, koncentracije nitrita i poaaja PON1, dok je uticaj suplementacije
na povéanu aktivnost enzima antioksidativne odbrane (S@RAT) bio viSe izrazen kod
starih pacova.

Poredéi pacove razlite starosne dobi u plazmi mladih pacovadera je snhizena
koncentracija nitrita (p<0.01), kao i p@ama aktivnost PON1 (p<0.001) u odnosu na
grupu starih pacova. U jetri, aktivhost SOD jeist&ki znatajno povéana (p<0.05), kao i
koncentracija nitrita (p<0.01), dok je lipidna pksaacija smanjena (p<0.001), kod

mladih pacova u odnosu stare pacove.

5.3.2. Rezultati drugih studija i povezanost sa dajenim rezultatima

5.3.2.1. Starenje i antioksidativna zastita

Poveana ekspresija gena za aktivhosti enzima antiokgida zastite i primena
neenzimskih antioksidanata moze produziti duzivota (Melov, 2002). Studije i klidke

I na animalnim modelima pokazale su snizenje s@lraaenzimskih antioksidanata za
vreme starenja. StaviSe, uloga lipofilnih antioksidta je podrzana sa rezultatima da
dugozZiveée vrste imaju viSe nivoe vitamina A, E (neenzimdiiofilnih antioksidanata) i
nizi nivo endogene SOD (Mecocci, 2000). Duzina favkorelira sa nizom produkcijom
slobodnih radikala i viSim stepenom popravke DNKti¥nost AOS igra vaznu ulogu u

odrefivanju duzine zivota vrste. (Ceballos-Picot, 1992).
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U toku starenja volumen eritrocita se smanjujemgeom naréito u drugoj polovini
zivota (Pandey 2010). Ove promene su povezanezga Rbncentracijama holesterola u
plazmi, i gubitkom membranskih konstituenata st@mn(Pandey, 2010). Antioksidantni
kapacitet plazme je marker starenja (ukupni astd#¢vni potencijal-ORAC, FRAP)
(Benzie, 1996). Dugozive sisari imaju nizak nivo nez&snosti u celularnim
membranama: ovo vodi smanjenoj lipidnoj peroksigdacitim vrstama (Sanz, 2006).
Lipidna peroksidacija indukuje promene u integuteimemebrana, fluidnosti i
permeabilnosti i modifikovanje LDL-a do proaterodeni proinflamatornih formi i
generisanje potencijalno toksih proizvoda (Greenberg, 2007). Proizvodi lipidne
peroksidacije su mutageni i karcinogeni, i u&§ni su u mehanizme koji vode
poreméajima kao Sto je CHD, kancer, neuroloSke bolesstarenje (Lee J, 2004).
Poveanje u MDA korelira sa smanjenjem antioksidativii@gpaciteta plazme za vreme
starenja, Sto potduje da se sa godinama smanjuje antioksidativn& anto je i razlog
poveanog oksidativnog stresa u starenju (Rizvi, 2006).

Kod eukariota zastupljene su slédesuperoksid-dismutaze: CuZn-SOD koja je prisutna u
citosolu, Mn-SOD u mitohondrijama i EC-SOD, ekstlatarna. EC-SOD su zégne jer
reguliSu i modifikuju dejstvo NOradikala koji nastaje u makrofagima, endotelnim
¢elijama, hepatocitima ili drugiréelijama (Van Remmen, 2003). SOD je jedan od glavnih
enzima koji Stiteceliju od ROS. U jetri konkretno njena aktivhostvyeo visoka. Ljudi
imaju najviSi nivo SOD u odnosu na metabkili potroSnju od svih vrsta (Pandey, 2010).
Gianni i sar. su otkrili da u starenju ne postajlika u aktivnosti CuzZn-SOD, veu
promenama aktivnosti Mn-SOD sa starenjem. Naim&radst mitohondrijalne Mn-SOD
se povéava sa starenjam (Gianni, 2004). Barnett i sapakazali da se aktivhost CAT ne
menja sa starenjem, (Barnett,1995). Glutationesistima negativnu korelaciju sa
starenjem (Pandey, 2010).

Nasi rezultati su pokazali da se aktivnost i CASQD u eritrocitima ne menjaju statiii
znaajno sa starenjem, dok je aktivnost SOD @awe u jetri mladih pacova u odnosu na
stare. U jetri je statistki znaajno sniZzena lipidna peroksidacija kod mladih pacdvi
rezultati su delintino u skladu sa rezultatima drugih autora (RizvD&0 odnosno nasem

eksperimentu, tkivni (jetra) antioksidativni statusetoj meri korelira sa starenjem.
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5.3.2.2. Tretman ribljim uljem i antioksidativna zaStita

Rezultati studija Palozza i sar. (1996) i Sekisari (2007) pokazali su da dijetarni unos n-
3 PUFA povéava eritrocitnu membransku osetljivost na perokgjdai produkciju
lipidnih peroksida u jetri i bubregu. S druge s&aispitivanja Hsu-a (2001) pokazala su da
dijetarna suplementacija sa n-3 PUFA nema efekthiprdnu membransku peroksidaciju
ili da ima pozitivan efekat na odrzavanje nivoatagiwna i antioksidativhe enzimske
aktivnosti u krv. Ostaje pitanje da li je pda@a osetljivost membrana na peroksidaciju (ili
povetana koltina produkata peroksidacije) rezultat péaeog dejstva ROS iz fagocita ili
disfunkcije antioksidativnog sistema u krvi ili olmva faktora (Hsu, 2001). Eritrociti
nemaju mitohondrije, izloZzeni su dejstvu ROS, simmz na autooksidaciju hemoglobina
pod visokim pritiskom kiseonika u arterijskoj krvRPové&ana intraeritrocithna ROS
koncentracija dovodi do eritrocitne membranskedhg peroksidacije, i mozZe oStetiti
druge intracelularne proteine (Cimen, 2007). Odahgy prooksidativno-antioksidativnog
balansa u eritrocitima je tae vazno za druga tkiva s obzirom da su eritrociibitmi
detoksifikujiti elementi u cirkulaciji (Brown, 1989) ili kada RO@funduju iz njih Sto
moze biti razlog tkivnih mikrooséenja (Johnson, 2005). Osnhovni supstrat za oksiaativ
oSteenja membrana su PUFA u fosfolipidima i glikolipith, nezagene MK i holesterol
koji se nalaze u jezgru lipoproteina, kao i holeste lipoproteini bioloSkih membrana
(Trostchansky, 2006). Tokom LP nastaju primarnokes reaktivni intermedijeri¢ijom
razgradnjom se dobijajaju aldehidi, koji reagugu anino-grupama proteina mengju
tako njihova strukturna i funkcionalna svojstvaaVerso, 2004). LP smanjuje fluidnost
bioloSkih membrana, povava jonsku propustljivost i dovodi do inaktivacijeembranskih
enzima. Intenzivna LP dovodi do opadanja membrajnskotencijala, pouaanja
permeabilnosti za vodatne jone i druge jone, kao i magh oSt&€enja celija Sto je
praceno izlaskom njenog sadrzaja. Tkiva poréeme funkcije brze ulaze u lipidnu
peroksidaciju. Pou@ana peroksidabilnost nastaje inaktivacijom, odnosnanjkom
antioksidativnih mehanizama, otpustanjem metalndnaj (Fe, Cu) iz depoa i
metaloproteina, koji su hidrolizovani enzimima damnim iz oStéenih lizozoma
(Gutteridge 1993).
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NasSi rezultati su nedvosmisleno pokazali da je naketmana ribljim uljem doSlo do
statisttki znatajnog smanjenja LP i kod mladih i kod starih pacoweitrocitima (p<0.01)

I jetri (p<0.001) u odnosu na kontrolnu grupu Zzim@t. Suplementacija n-3 masnih
kiselina doprinela je @vanju ¢elijskih membrana eritrocita i hepatocita kod pacov
razlicite starosne dobi, njihove strukture, fluidnodgtimkcionalnosti.

Demoz i sar. (1992) su nasli da EPA ima hipotragiidni efekat, da ispoljava pdjn
antioksidativni odgovor i dovodi do smanjenja lip&d peroksidacije u jetri tretiranih
miSeva. Takde je pokazano da tretman sa omega-3 smanjuje lipproksidaciju u
corpus striatumu kod pacova (Sarsilmaz 2003). &ipet suplementacija ribljim uljem
moze svakako pofati odgovor na slobodno radikalska @gtga i redukovati lipidnu
peroksidaciju. Ovo ide u prilognjenici da riblje ulje moze biti izbor kod velikdgroja
dijagnoza gde je oksidativna/antioksidativha odaraaruSena. Zanimljivo je pitanje kako
se oksidativni potencijal MDA i nekih drugih alddhi generiSe. Pretpostavlja se da
vezivanje aldehida i proteina moze dovesti do pkeoge ranih i relativno nestabilnih
proizvoda koji su sposobni da interaguju sa jonimetala u autooksidativnhom smislu,
indukujii  stvaranje oksidativnih vrsta i trigerdju oksidaciju. Krajnji (end-stage)
proizvodi uzrokuju funkcionalna ogtenja molekula Sto se povezuje sa molekulskim
osnovama procesa starenja. cvanja njihove strukture dala bi osnov za evaluacij
aldehidnih modifikacija proteina za vreme stara@rgtarenjem povezanih procesa razvoja
bolesti (Traverso 2004).

GSH/GSSG odnos s&esto koristi kao indikator celularnog redoks stafyéu, 2004).
GSH-redoks status u eritrocitima je vazan parametesidatinog stresall naSim
eksperimentima oddévali smo kolinu ukupnih tiolnih (SH) grupa posle suplementacije
ribljim uljem. Koli¢ina tiolnih grupa se povala posle suplementacije ribljim uljem kako
u krvi (p<0.05) tako i u jetri (p<0.05) starih paeo Ovo povéanje nije udéeno posle
suplementacije kod mladih pacova. Dakle, suplenogataibljim uljem uticala je na
redoks status u pravcu smanjene oksidacije, tjravqu povéanja sadrzaja slobodnih
tiolnih grupa kod starih pacova.

Azot-monoksid (NO) je visoko difuzabilan molekutzb prolazi krozelijske membrane i
ima ulogu bioloSkog signala u mnogim fizioloSkinopesima, kao $to su vazodilatacija,

inhibicija agregacije trombocita, neurotransmisijaiini odgovor. Smatra se da NO deluje
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kao antioksidans jer Stigeliju od agenasa koji indukuju oksidativni strezofmonoksid
moze u patofizioloSkim procesima reagovati sa kigemon i superoksid-anjon-radikalom,
pri ¢emu nastaju reaktivhe kisedno-azotne vrste koje su @ oksidujiti agensi sa
citotoksicnim delovanjem. Na mestima pa@ame produkcije NO i @ stvara se
peroksinitrit (ONOO). Pri protonovanju peroksinitrita nastaje peroksina kiselina
(ONOOH) koja vrlo lako disosuje na OHNO; koji su odgovorni za toksne efekte
ONOQO. Posledice delovanja peroksinitrita su reakcijsidécije i nitrovanja biomolekula.
Joni prelaznih metala katalizuju hetercktd cepanje ONOOH préemu nastaje OHi
NO," (nitronijum katjon), koji izaziva nitrovanje aroni&tih molekula, a supstrat j@sto
tirozinski ostatak.

U naSem eksperimentu odreana je koncentracija nitrita u plazmi i u jetrikoja je
indikator kolkine cirkuliStteg NO. Suplementacija n-3 PUFA dovodi do smanjenja
koncentracija cirkulis¢ih nitrita i u plazmi i u jetri, kod pacova obspitivane starosne
dobi. Smanjenje koncentracija cirkulégg NO, kao i superoksid-anjon-radikala (p&avea
aktivnost SOD) u plazmi i jetri starih pacova kaao iplazmi mladih pacova, smanjuje
verovatn@éu nastanka peroksinitrita, kao i pomenutih redokstav koje nastaju po
njegovom protonovanju. Poradekontrolne grupe Zzivotinja zkajno nize koncentracije
nitrita (p<0.01) prisutne su kod kontrolne gruparist pacova, dok je aktivhost SOD
poviSena (p<0.05) kod kontrolne grupe u jetri nitativotinja.

Mnogobrojne studije (Esterbauer 1993, Aviram 13396éinecke 2003) bavile su se ulogom
oksidativnog stresa u patogenezi aterosklerozejuregima su oksidativha modifikacija
LDL, hiperfunkcija trombocita, imunosupresija. Fadktoksidativhog stresa, kao Sto su
poviSen nivo holesterola, poreta¢ odnosa apolipoproteina, hipertenzija, dijabetes,
bubreZna insuficijencijaine LDL ¢estice podloZnijim za oksidaciju. Nativni LDL podee
oksidativnoj modifikaciji uz pomo aktiviranih oksigenaza, da bi zatim bio preuzet od
strane makrofaga i neutrofilnielija kod kojih oksidativni stres pod&t proces lipidne
peroksidacije. To dovodi do poretaga u metabolizmu holesterolaelijama zida arterija,
agregaciju oksidovanih lipidniktestica i pojavu aterosklerotiin lezija. Proces je
kontrolisan sa enzimima antioksidativne zaStiteji kmaju ulogu spréavanja Sirenja
oksidativnog stresa. HDL molekuli¢estvuju u zastiti od oksidativhe modifikacije LDL

molekula, koji indukuju celije zida arterijskih krvnih sudova na proizvodnju
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proinflamatornih molekula. EpidemioloSke studijeokiaklinicke studije sugeriSu da n-3
PUFA kao i unos alfa-linoleinske kiseline kao predara n-3 imaju zri@jnu ulogu u
prevenciji CHD i ateroskleroze (Harper and Jacoliain).

PUFA unos, takde, redukuje sintezu triglicerida u jetri (Nestel909 Brown 1999),
inhibicijom masnokiselinske sintez#e novoi stimulacijom oksidacije masnih kiselina
(Nestel, 1998). Efekti PUFA na sintezu triglicerjplavezani su sa smanjenjem gojaznosti i
adipoznog tkiva (Bremer, 2001). Dakle, PUFA ispaddja pozitivhe efekte na lipidni
metabolizam (Vecera, 2003). U skladu sa ovim rafiatia, nasi rezultati su pokazali da se
kod mladih pacova snizavaju koncentracije plazngiderida, dok se kod starih pacova
tretmanom ribljim uljem zn@mjno snizavaju vrednosti ukupnog holesterola. LDL-
holesterol se snizava kod tretiranih zivotinja stsrosne dobi.

Rezultati PON1 aktivnosti, po suplementaciji, skamali pozitivhu korelaciju PON1 sa
HDL-om, negativhu sa LDL-ongime se spréava oksidacija LDL-holesterola, faktora
rizika nastanka ateroskleroze. Kod mladih pacovaelkoija PON1 aktivnosti po
suplementaciji postojala je i u jetri (p<0.01) plazmi (p<0.001), a kod starih u plazmi
(p<0.05). U kontrolnim grupama pozitivna korelacf®N1 i sa HDL-om prisutna je u
plazmi. Aktivnost PON1 v& je kod kontrolne grupe mladih pacova (p<0.00bdoosu
na kontrolnu grupu starih pacova.

U studiji Downer i sar, (2005) koja se bavi mataiiatn modelovanjem , konstatovano je
da je parametar ukupne LDH aktivnosti viSe uzimanokeir a ne izoenzimska
zastupljenost. Pri oddenim brzim promenama u energetskom metabolizmuopost
znaajan fizioloski efekat procentualne izoenzimskewalgenosti odréenog tkiva tako da
je fizioloSki zn&aj odretivanja izoenzimskih oblika i péanje njihove zastupljenosti pri
ovakvim promenama ztajan (Quistorff, 2011).

Procentualna zastupljenost izoenzimskih oblika LDHplazmi mladih i starih pacova
tretiranih ribljim uljem pokazuje zgajnu promenu. Procentualna zastupljenost LDH
oblika je zndajno povisena (p<0.05), dok je LRQHzoenzimski oblik zn&jno snizen
(p<0.05) kod mladih pacova tretiranih ribljim uljamodnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
Procentualna zastupljenost LRHn&ajno se pové&ava (p<001), posle tretmana ribljim
uljem kod starih pacova, dok se procentualna p§sthost LDH (p<0.05), LDH
(p<0.01) i LDH; (p<0.001) smanjuje u odnosu na kontrolnu gruputitije
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Usled oStéenja celijske membrane u procesu peroksidacije lipidadangene u njenoj
permeabilnosti dolazi do ,,curenja” mnogih enzintasola u ekstracelularni prostor. Na
osnovu aktivnosti enzima moze se utvrditi stepetecedja pojedinih organa. Jedan od
takvih enzima je i laktat dehidrogenaza (LDH). NMake u citoplazmi a prilikom ostenja
lako prelazi u ekstracelularni prostor tako da jema aktivnost pov@va u krvnoj plazmi.
LDH katalizuje reakciju pretvaranja piruvata u ket uz pomé NADH/NAD ™. Pri niskim
koncentracijama kiseonika piruvat se u @iba prevodi u laktat, koji preuzima jetra.
Smanjenje LDH izoenzimskog oblika ide u priloginjenici da riblje ulje dovodi do
smanjenja oStenja ¢elijskih membrana hepatocita i kod starih i kod ditiapacova.
Snizenje LDH predstavlja adaptaciju hepatocita na nove uslovelopgirane
suplementacije ribljim uljem.

Sumarno, kao Sto je pomenuto ROS predominantndkuré@elijska oStéenja, imaju i
ulogu signalnih molekula i agstvuju u intracelularnoj regulaciji. ROS interfaju sa
ekspresijom gena i signalnim transdukcionim putevi@ni utéu na redoks status i mogu
izazvati pozitivne odgovoretélijska proliferacija), ali i negativne:élijska smrt). Igraju
ulogu sekundarnih mesindZera, kao &to je regula€ifg’ citosolne koncentracije,
regulacija proteinske fosforilacije, aktivacija edenih transkripcionih faktora kao Sto su
NF-kB i AP-1 familija faktora. ROS inhibiraju fodfpidne fosfataze, interaguju sa
sulfhidrilnim grupama na cisteinskim ostatcima. Os&ukturne promene menjaju
proteinsku konformaciju koja vodi ushodnoj reguiaeekoliko signalnih kaskada, kao Sto
su scr7abl kinaza, MAPK i PI3 kinaza zavisni sigin@lutevi. Ove signalne kaskade vode
aktivaciji nekoliko redoks-reguliih transkripcionih faktora (AP-1, NF-kB, p53, HIF-1
NFAT).
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\Yii ZAKLJU CAK

Efekat tretmana ribljim uljem na masnokiselinskefie fosfolipida i parametre
oksidativnog stresa u krvi i jetri ispitan je nacpgima Wistar soja raziite starosne dobi
(mladim pacovima od tri meseca i starim pacovim@®dneseca). U grupi mladih pacova
sadrzaj holesterola, HDL-holesterola i trigliceridglazmi bio je zn&jno visi u odnosu
na grupu starih pacova. Dobijene vrednosti mogu powisledica brzeg metabdhkiog
“turnover-a” kod grupe mladih u odnosu na grupurilstgpacova. Ostali biohemijski
parametri nisu se razlikovali izrie ove dve kontrolne grupe.

Tretman pacova ribljim uljem, koje je sadrzalo e&pentaensku (EPA, 20:5 n-3) i
dokozoheksaensku kiselinu (DHA, 22:6 n-3) u iznodu32,85 % i 20,70 %, respektivno,

trajao je od Sest nedelja.

Efekat suplementacije ribljim uljem kod pacova raZi¢ite starosne dobi na biohemijske
parametre krvi

Kod obe starosne grupeéivotinja tretman ribljim uljem doveo je do paamja
sadrzaja HDL-holesterola i mokwr@e kiseline, a do smanjenja sadrzaja LDL-holestewol
plazmi kako u odnosu na petak tretmana, tako i u odnosu na kontrolnu grufad
mladih pacovatretman je doveo je do smanjenja koncentracigi¢grida u odnosu na
pocetak tretmana, a kod starih pacova je doveo doesj@zholesterola u odnosu na
pocetak tretmana i u odnosu na kontrolnu grupu. Mazeaklj&iti da tretman ribljim
ullem smanjuje rizik od ateroskleroze i ima kardaipktivni efekat. Kod mladih pacova
ispoljava hipotrigliceridni efekat, a kod starih ipbholesterolemijski. Povanje
koncentracije mokiae kiseline, kao endogenog antioksidanta, kod pmaie starosne

dobi ide u prilog antioksidativhog delovanja rilgjjalja.

Efekti suplementacije ribljim uljem na masnokiselinske profile fosfolipida plazme kod
pacova razi¢ite starosne dobi

U netretiranim grupama pacova raitk starosne dobi utdene su razlike u
masnokiselinskim profilima fosfolipida plazme. $tajem se pou@va sadrzaj stearinske,
linolne kiseline, arahidonske i ukupnih n-6 maskigelina, a opada nivo MUFA i oleinske

kiseline.
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Tretman ribljim uljem kod pacovabe starosne dopu odnosu na kontrolne grupe,
dovodi da se u fosfolipidima plazme posea sadrzaj stearinske kiseline,
eikozapentaenske kiseline i dokozapentaenske m&sedi smanjuju sadrzaj arahidonske
kiseline i procenjene vrednosti aktivhodi4 i A5 desaturaza. Dakle, kod obe starosne
grupe povéanje zastuplijenosti EPA i DHA u fosfolipidima surektno posledica
suplementacije ribljim uljem.

U fosfolipidima plazmemladih pacovgu odnosu na kontrolnu grupu) pri tretmanu
ribljim uljem smanjuje se procentna zastupljenostiolhe kiseline, a povava
zastupljenost oleinske kiseline, MUFA i ukupnit8 masnih kiselina, Sto za posledicu
ima snizavanje odnosa n-6/n-3 masnih kiselina. Duwdgoveéanje sadrzaja oleinske
kiseline kod mladih tretiranih pacova (u odnosukeoatrolnu grupu) moze se smatrati
pozitivnim efektom imajéi u vidu njena kardioprotektivha svojstva, pozitvefekte na
stanje krvnih sudova i endotela.

Kod starih Wistar pacea u fosfolipidima plazme pri tretmanu ribljim utpe
pove&ava se sadrzaj linolne kiseline i dihomdinolenske kiseline. Promena u sadrzaju
dihomo+-linolenske kiseline, koja je prekursor PGA1 prg&adin-familije, moZze uticati
na spréavanje agregacije trombocita, snizavanje krvnogsgda, smanjenje zapaljenskih

procesa i utie na balans iznde zastupljenosti PGA1 i PGA2 familije eikozanoida.

Efekti suplementacije ribljim uljem kod pacova raziédite starosne dobi na
masnokiselinske profile fosfolipida jetre

Znaajne promene u masnokiselinskim profilima fosfalgijetre ndene su kod
netretiranih starih u odnosu na mlade pacove Wsig. Procentna zastupljenost linolne,
a-linolenske, dihomao-linolenske i ukupnih n-6 masnih kiselina bila jevptana, dok je
zastupljenost palmitinske kiseline, dokozaheksaenkiseline i ukupnih n-3 masnih
kiselina bila smanjena. Dakle, starenjem se smanjkjipni sadrzaj n-3 masnih kiselina, a
time i zn&ajno povéava odnos n-6/n-3, Sto je za organizam nepovoljno.

Tretman ribljim uljem kod pacovabe starosne dopu odnosu na kontrolne grupe,
doveo je do poumnja sadrzaja linolne, eikozapentaenske, dokozapeske i ukupnih n-3
masnih kiselina u fosfolipidima jetre. Sa drugeas#, sadrzaj arahidonske i ukupnih n-6

masnih kiselina je smanjen, kao i odnos n-6/n-gl&uentacija je dovela i do smanjenja
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procenjenih vrednosti aktivnogté i A5 desaturaza i elongaza. Sve navedeno dokazuje da
tretman ribljim uljem dovodi do poboljSanja masrsaitinskih profila fosfolipida jetre.

Razlike u odgovoru na tretman starih i mladih pacabljim uljem odnose se na
zastupljenost pojedigaih masnih kiselina u fosfolipidima jetre, ali i rEastupljenost
ukupnih masnih kiselina. Tako je kadadih pacovadoSlo do povéanja zastupljenosti-
linolenske i dihomorlinolenske kiseline, a kostarih palmitinske i vakcenske kiseline, u
odnosu na odgovaraje kontrolne grupe. Sadrzaj ukupnih MUFA u fosfalima jetre se
pove&ao pri tretmanu mladih pacova, dok kod starih dotkr povéanja zastupljenosti
SFA i PUFA. Ovakve razlike samo dopunjavaju u mamjovecoj meri v& pomenuto

protektivno delovanije ribljeg ulja.

Efekat suplementacije ribljim uljem na parametre oksidativnog stresa u krvi pacova
razicite starosne dobi

Analiza parametara oksidativhog stresa u ktrolnih grupa razliite starosne
dobi pokazala je da se srednje vrednosti aktivnosti SGBT i sadrzaja MDA u
eritrocitima ne menjaju sa starenjem. Razlika idmstarosnih kontrolnih grupa dena je
za sadrzaj nitrita u plazmi, koji je kadladih pacovabio nizi u odnosu na grupu starih
pacova, i paraoksonazga je aktivnost bila pouana.

Vece razlike u parametrima oksidativhog stresa kodtribtmih grupa pacova
razlicite starosne dobi dobijene su pri njihovom daranju u tkivu jetre. Lelijama jetre
starih pacova niza je aktivnost SOD (kao i konamifa nitrita), i veéi je nivo lipidne
peroksidacije u odnosu na grupu mladih pacova.

Tretman ribljim uljem kod pacovabe starosne dobdoveo je do zn@jnog
poveanja aktivnosti SOD, CAT i paraoksonaza u krvi, u odnasa odgovarajte
kontrolne grupe, kao i do smanjene lipidne perakdjd i koncentracije plazma
cirkuliSuéih nitrita. Samo kodstarih pacovadoslo je i do powsanja koltine slobodnih
tiol-grupa, u odnosu na kontrolnu gruptime je antioksidativni kapacitet plazme u
tretmanu zn&jno poveéan.

Studije sa animalnim modelima omdagwaju ispitivanja efekata suplementacije u
organima. Efekat tretmana ribljim uljem na parameiksidativhog stresa u jetri pacova

obe starosne dolhio je sléan postignutom u krvi za stepen lipidne peroksjdacsadrzaj
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nitrita, koji su znd&ajno snizeni u odnosu na odgovatawkontrolne grupe. Bolji tkivni
antioksidativni odgovor u tretmanuden je kod starih pacova, jer je doSlo docapaog
poveanja aktivnosti CAT, SOD i kaline tiol-grupa, dok se aktivhost paraoksonaza
statisttki znatajno smanjila u odnosu na kontrolnu grupu. MoZeadjwiti da riblje ulje
ima protektivni antioksidativni efekat, odnosnosgatretmanom ribljim uljem mogu iz&ie

oksidativna oSigenja koja doprinose starenju.
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