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Semenke lana, susama i golice i njihovi ekstrakti, ferulinska Kiselina i
enterolignani: efekti na lipidni status kod osoba na hemodijalizi, vezivanje za
humani serum-albumin in vitro i uticaj na reaktivnost Cys34 tiolne grupe

Rezime

Poznato je da su semenke lana, susama i golice bogate esencijalnim masnim kiselinama 1
da predstavljaju znacajni dijetarni izvor vitamina E i polifenola. Kod osoba sa hronicnom
bubreznom insuficijencijom, na programu hemodijalize, aktuelna su ispitivanja dijetarnih mera u
cilju smanjenja incidence kardiovaskularnih oboljenja. Iz navedenog proiziSao je cilj ove
disertacije da se ispitaju efekti suplementacije ishrane smeSom semenki lana, susama i golice kod

bolesnika na hemodijalizi.

Antioksidativna uloga humanog serum-albumina (HSA) u znacajanoj meri odreduje
ukupnu antioksidativnu aktivnost u plazmi, a analiza HSA pokazala je da je kod bolesnika na
programu hemodijalize smanjen sadrzaj redukovane Cys34 tiolne grupe (od koje potice
antioksidativni potencijal HSA) i poveéan stepen karbonilacije HSA. Stoga je drugi cilj ove
disertacije bio da se in vitro ispita uticaj vezivanja komponenti ekstrakta smeSe semenki lana,
susama 1 golice, ferulinske kiseline (FE) i metabolita lignana (enterolaktona (EL) i enterodiola
(ED), koji se povec¢avaju u cirkulaciji nakon konzumiranja namirnica bogatih biljnim lignanima),
kao i masnih kiselina, na promenu konformacije HSA i reaktivnosti (antioksidativnog
potencijala) Cys34 tiolne grupe, a da bi se sagledali mogu¢i mehanizmi kojima komponente lana,

susama i golice ostvaruju svoje in vivo efekte, pre svega antioksidativno dejstvo.

Analizom masnokiselinskih profila ukupnih lipidnih ekstrakata smeSe semenki gasno-
tecnom hromatografijom potvrdeno da je u semenkama lana najzastupljenija o-linolenska
kiselina (ALA), a u semenkama susama i golice linolna kiselina (LA). Hladnocedena ulja
ispoljila su razli¢itu antioksidativnu aktivnost (rafinisano suncokretovo ulje>maslinovo ulje>ulje
lana>ulje golice> ulje susama) pri DPPH testu, u opsegu od 970 do 2000 umola TE/1000 g ulja.
Sadrzaj hidrofilnih antioksidanasa u hladnocedenim uljima je veoma nizak, sem za hladocedeno
maslinovo ulje. Pored lipofilnih antioksidanasa, pokazano je da metanolni ekstrakti

obezmasc¢enih semenki (posebno lana) sadrze polifenole. Antioksidativna aktivnost ekstrakata,



odredena DPPH i ABTS testom (lan>susam>golica), odgovarala je redosledu sadrzaja ukupnih

fenola u ekstraktima.

Suplementacijom ishrane pacijenata na programu hemodijalize uocene su pozitivne
promene parametara lipidnog statusa, glikoregulacije, krvnog pritiska i inflamacije u odnosu na
vrednosti na pocetku studije. Kako je smesa semenki lan/susam/golica (3:1:1) znacajan dijetarni
izvor ALA, LA i oleinske kiseline (OA), doslo je do znacajnog povecanja zastupljenosti ukupnih
mononezasi¢enih, n-6 i n-3 polinezasi¢enih masnih kiselina (p<0.01; p<0.001) u fosfolipidima
seruma na kraju studije. Prevodenje ALA u dugolancane n-3 masne kiseline (eikozapentaensku i
dokozaheksaensku kiselinu) je prema literaturnim podacima ograni¢eno. Kako je kod osoba na
hemodijalizi doslo je do znaCajnog porasta zastupljenosti ovih masnih kiselina tokom
suplementacije, uo¢ene promene u masnokiselinskim profilima mogle bi biti posledica promena

u njihovom antioksidativnom statusu.

Ispitivanja u okviru ove disertacije potvrdila su da vezivanje stearinske kiseline (S) za
HSA (pri odnosima 1:1, 2:1 i 4:1) povecava reaktivnost Cys34 tiolne grupe, ali je utvrdeno i da
sastojci metanolnih ekstrakata obezmasc¢enih semenki lana, susama i golice uticu na njenu
reaktivnost. Vezivanje S za HSA uti¢e kompetitivno na efekat sastojaka metanolnog ekstrakta
golice na reaktivnost HSA-Cys34 tiolne grupe, Sto ukazuje da neke druge komponente ovog

ekstrakta uticu na promene u reaktivnosti tiolne grupe, a ne masne kiseline.

Vezivanje FE za odmascéeni i S zamaS¢eni HSA ispoljava blage efekte na reaktivnost
slobodne tiolne grupe. Sa druge strane, vrednosti konstanti brzine reakcije pseudo-prvog reda
(k) HSA-Cys34 tiolne grupe, posle vezivanja EL 1 ED, u svim kompleksima sa HSA (sa i bez
masnih kiselina) su povecane. Najizrazeniji efekat (povecanje reaktivnosti za 33.1 %) dobijen je
za kompleks odmaséeni HSA-EL, koji je pokazao sli¢nu reaktivnost tiolne grupe kao kompleks
S/HSA 1:1 (vrednost k> 11.8 + 0.4 x 10™ s™ naspram 11.6 + 0.3 x 10” s, redom). Vezivanje
enterolignana za kompleks S/HSA 1:1 dovodi do dodatnog povecanja reaktivnosti, ali je ono
manje izrazeno (za oko 11 %). Dakle, uticaj FE i EL na reaktivnost tiolne grupe zavisi od
molarnog odnosa vezanih masnih kiselina za HSA, u prisustvu S efekti FE i EL na povecanje

reaktivnosti se smanjuju.



Fluorescentnom spektroskopijom utvrdeno je da pri vezivanju FE za kompleks S/HSA
4:1 dolazi do znacajnih promena u nacinu i afinitetu vezivanja u odnosu na komplekse sa
odmaséenim HSA i S/HSA 1:1. Vrednosti konstanti vezivanja enterolignana za odmaséeni HSA,
S/HSA 1:1 i S/HSA 4:1 nalaze se u opsegu od 1.92 do 11.64 x10* M. EL i ED se vezuju
umerenim afinitetom za HSA vezujuce mesto Il u subdomenu IIIA, pri ¢emu prisustvo S dovodi
do smanjenja intenziteta interakcija u kompleksima HSA-enterolignani. Izmedu vrednosti
konstanti vezivanja enterolignana (EL, ED) za HSA i porasta reaktivnosti slobodne tiolne grupe
utvrdena je visoka pozitivna korelacija (r=0.974). Ovo ukazuje da jacina interakcija izmedu
enterolignana (EL, ED) i HSA u subdomenu IIIA, i promena konformacije HSA indukovana

ovim interakcijama, predstavlja znaCajan faktor koji uti€e na porast reaktivnost i Cys34 tiolne

grupe.

Znacajan doprinos ove disertacije ogleda se u pokazanim pozitivnim efektima
suplementacije ishrane bolesnika na hemodijalizi smeSom semenki lan, susam i golica na
masnokiselinske profile fosfolipida plazme 1 na pokazatelje kardiometabolickog rizika. Znacajan
doprinos je 1 u in vitro karakterizaciji vezivanja komponenti navedenih semenki, FE 1 njihovih
metabolita enterolignana, za HSA 1 sagledavanju uticaja vezivanja ovih jedinjenja na reaktivnost
Cys34 tiolne grupe. Dobijeni rezultati ukazuju na mogu¢nost modulacije reaktivnosti
(antioksidativnog potencijala) HSA-Cys34 tiolne grupe fenolnim jedinjenjima, odnosno
dijetarnim unosom hrane bogate lignanima pri suplementaciji ishrane. Ispitivanje kompeticije
masnih kiselina i fenolnih jedinjenja pri vezivanju za HSA omogucilo je bolje razumevanje
uticaja kompleksne smese liganada na reaktivnost tiolne grupe, i ukazalo je na moguce razlike
koje postoje u patoloskim stanjima kada su u pitanju antioksidativna svojstva slobodne tiolne

grupe HSA.

Kljucne reci: lan, susam, golica, n-3 masne kiseline, n-6 masne kiseline, ferulinska kiselina,
enterodiol, enterolakton, hemodijaliza, humani serum-albumin, antioksidativna aktivnost

humanog-serum albumina, reaktivnost Cys34 tiolne grupe
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Seeds of flax, sesame and pumpkin and their extracts, ferulic acid and
enterolignans: effects on the lipid status in patients on hemodialysis, binding to

human serum albumin in vitro and influence on Cys34 thiol group reactivity
Abstract

It is known that seeds of flax, sesame, and pumpkin are reach in essential fatty acids, and
represent significant dietary source of vitamin E and polyphenols. In patients with chronic renal
insufficiency, on hemodialysis treatment, research topics about dietary supplementations with
aims to reduce incidence of cardiovascular diseases, are actual. Therefore, the goal of this
dissertation was to investigate the effects of diet supplementation with the mixture of flax,
sesame, and pumpkin seeds in patients on hemodialysis.

The total antioxidative activity in plasma is significantly determined by antioxidative role
of human serum albumin (HSA), and analysis of the HSA in patients on hemodialysis showed
that the content of the free Cys34 thiol group (from which the HSA antioxidative potential
originates) is reduced and on the other hand, degree of HSA carbonylation is increased. Thus, the
second goal of this dissertation was in vitro investigation of the binding of flax, sesame, and
pumpkins seeds extracts components, ferulic acid (FE) and lignan metabolites (enterolactone
(EL), enterodiol (ED), which are increased in circulation after consumption of food reach with
plants lignan), as well as fatty acids, on the conformational change of the HSA and on the
reactivity (antioxidative potential) of Cys34 thiol group, with the final goal to perceive the
possible mechanisms with which the flax, sesame, and pumpkin seeds explore in vivo
antioxidative effects.

Analysis of fatty acids profiles of total lipid extracts of seeds mixture using gas-liquid
chromatography, confirmed that flaxseeds are the most abundant with a-linolenic acid (ALA),
and sesame and pumpkin with linoleic acid (LA). Cold pressed oils showed different
antioxidative activity (refined sunflower oil>olive oil>flaxseed oil>pumpkin oil>sesame oil) in
the DPPH test (ranged from 970 to 2000 umol TE/1000g oil). Content of hydrophilic
antioxidants in cold pressed oils was extremely low, except for cold pressed olive oil. Besides
lipophilic antioxidants, it was shown that methanol extracts of defatted seeds (particularly
flaxseed) contain polyphenols. Antioxidative activity of the extracts (flax>sesame>pumpkin
seeds), determined using DPPH and ABTS tests, was corresponded to the contents of total

phenols in extracts.



Using dietary supplementation of patients on hemodialysis, positive changes in
parameters of lipid status, glucoregulation, blood pressure, and inflammation have been
identified comparing to the values from the study beginning. As the mixture of
flaxseed/sesame/pumpkin seeds (3:1:1) represents significant dietary source of ALA, LA, and
oleic acid (OA), a significant increase in abundance of monounsaturated, n-6 and n-3
polyunsaturated fatty acids (p<0.01; p<0.001) in serum phospholipids at the end of the study,
was found. Conversion of ALA to the long-chain n-3 fatty acids (eicosapentaenoic, and
docosahexaenoic acid) is limited according to present literature data. Because in patients on
hemodialysis the content of those fatty acids was significantly increased during supplementation,
obtained changes in fatty acids profiles could be a consequence of their antioxidative status
changes.

The increase of the Cys34 thiol group reactivity influenced by stearic acid (S) binding to
the HSA (in 1:1, 2:1, and 4:1 ratios) was confirmed in this dissertation, but it was also shown
that compounds from methanol extracts of defatted flaxseed, sesame, and pumpkin, influence on
its reactivity. As the effect of the pumpkin seeds methanol extract compounds on the reactivity of
the HSA-Cys34 group is competitively influenced by binding of S to HSA, it could be concluded
that some other extract components lead to the changes of thiol group reactivity, rather than fatty
acids.

Binding of FE to the defatted and S re-fatted HSA expressed mild effects on the free thiol
group reactivity. On the other hand, the values of pseudo-first order rate constants (k’) of HSA-
SH group with DTNB, obtained after binding of EL and ED to all HSA complexes (with and
without fatty acids), were increased. The most pronounced increase (of 33.1 %) in reactivity was
obtained for the defatted HSA-EL thiol group, and it was almost equal to the thiol group
reactivity of S/HSA 1:1 complex (k* values: 118 + 04 x 107 s, 11.6 + 0.3x10” s,
respectively). Binding of enterolignans to the S/HSA 1:1 complex, leads to further increase of
reactivity, but it is less pronounced (about 11 %). Thus, the influence of FE and EL on the
reactivity of the thiol group depends on bound fatty acids/HSA molar ratio. In the presence of S,
the effects of FE and EL on increase of Cys34 thiol group reactivity is less pronounced.

Using fluorescence spectroscopy it was shown that FE binding to the complex S/HSA 4:1
produces the significant changes in the way and affinity of binding, compared to the complexes

with defatted HSA and S/HSA 1:1. Values of the binding constants of enterolignans to the



defatted HSA, S/HSA 1:1, and S/HSA 4:1 were in the range from 1.92 to 11.64 x 10* M™. EL
and ED bind to site II in subdomain IIIA of HSA with medium binding affinity, wherein
presence of the S leads to decrease in the intensity of interactions between HSA and
enterolignans. A high positive correlation (r=0.974) between the values of EL, ED-HSA binding
constants and increases of free thiol group reactivities was determined. Thus, the strength of
interactions among enterolignans (EL, ED) and HSA in subdomain IIIA, and change of HSA
conformation induced with these interactions represent significant factor that influences on
Cys34 thiol group reactivity increase.

Significant contribution of this dissertation is reflected in positive effects of diet
supplementation (with mixture of flax, sesame, and pumpkin seeds), found in patients on
hemodialysis, on the fatty acids profiles of plasma phospholipids and on the cardio-metabolic
risk markers. Significant contribution is also in vitro characterization of the binding of seeds
components, fatty acids, FE, and enterolignans metabolites to HSA, as well as in perceiving of
the competitive effects of their binding on the reactivity of the Cys34 thiol group. In addition, the
obtained results pointed out possibility of the modulation of HSA-Cys34 reactivity (antioxidative
potential) with phenolic compounds, i.e. during dietary consumption of food rich in lignans.
Investigation of the competition between fatty acids and phenolic compounds during binding to
the HSA allowed better understanding of the influence of complex mixture of ligands on the
reactivity of thiol group, and pointed out possible differences presented in pathologies when

antioxidative properties of free thiol group of the HSA were in the focus.

Keywords: flaxseed, sesame, pumpkin seed, n-3 fatty acids, n-6 fatty acids, ferulic acid,
enterodiol, enterolactone, hemodialysis, human serum albumin, antioxidative properties of the

human serum albumin, Cys34 thiol group reactivity.
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LISTA SKRACENICA

AA - arahidonska kiselina - eng. arachidonic acid

AAPH - 2, 2- azobis (2-amidinopropan)-dihlorid

ABTS - 2, 2’-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonska kiselina
AFP - a-fetoprotein-eng. a-fetoprotein

ALA - a-linolenska kiselina - eng. a-linolenic acid

ATP- adenozin trifosfat

BHT - 2, 6-di-terc-butic-4-metilfenol

BMI-eng. body mass index

BSA - govedi serum-albumin-eng. bovine serum albumin

CAT — katalaza - eng. catalase

COX - ciklooksigenaza - eng. cyclo-oxigenase

CRP - C - reaktivni protein

DAG- diacilgliceroli

D5D - A’desaturaza

D6D - A°desaturaza

DDT - ditiotreitol

DGLA - dihomogama linolenska kiselina - eng. dthommo-gamma-linolenic acid
DHA - dokozaheksaenska kiselina - eng. docosahexaenoic acid
DMSO- dimetil-sulfoksid

DPA - dokozopentaenska kislina - eng. docosopentaenoic acid
DPPH - 1, 1- difenil-2-pikrilhidrazin

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

ED - enterodiol



EL - enterolakton

Elo - elongaza

EPA - eikozapentaenska kiselina - eng. eicosapentaenoic acid
FFA-HSA- vezane FFA za HSA

FC reagens — Folin Ciocalteu reagens

FFA - ne-esterifikovane masne kiseline - eng. free fatty acids
FE - ferulinska kiselina

GLC- gasno-te¢na hromatografija

GSH - glutation - eng. gluthation

GSPx - glutation peroksidaza - eng. gluthation peroxidase
DBP - dijastolni krvni pritisak - eng. diastolic blood pressure
HDL - lipoproteinske Cestice velike gustine - eng. high density lipoprotein
HMA - redukovani humani serum albumin, merkaptoalbumin

HMG-CoA - 3-hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A - eng. 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme
A

HNA - oksidovani humani ne-merkaptoalbumin
HOMA-IR- eng. homeostasis model assessment
HP-TLC- tankoslojna hromatografija visokih performansi
HSA - humani serum-albumin - eng. human serum albumin
HSA-SNHR; - sulfonamid humanog - serum albumina

HSA-S-NO - humani serum albumin kod koga je cisteinski ostatak Cys34 modifikovan sa azot
(IT) monoksidom

HSA-SO;H - humani serum albumin kod koga se cisteinski ostatak Cys34 nalazi u obliku
sulfinske kiseline

HSA-SO;H - humani serum albumin kod koga se cisteinski ostatak Cys34 nalazi u obliku
sulfonske kiseline

HSA-S(O)SR; - tiosulfid humanog-serum albumina



HSA-S-S-R - meSoviti disulfid humanog serum-albumina sa malim tiolima
IL-6 - interleukin 6 - eng. interleukine-6

K- konstanta vezivanja

K,- konstanta vezivanja

(k) - konstanta brzine pseudo-prvog reda

Ksy- Stern-Volmerove konstante gasenja fluorescence

kq- konstanti brzine gasenja fluorescencije

LA - linolna kiselina - eng. linoleic acid

LDL - lipoproteinske Cestice male gustine-eng. low density lipoprotein
LOX — lipooksigenaza - eng. lipo-oxigenase

MA - miristinska kiselina - eng. myristic acid

MAG- monoacilgliceroli

MDA - malon-dialdehid

MUFA - mononezasi¢ene masne kiseline - eng. monounsaturated fatty acids
NMR - nuklearna magnetnam rezonanca

OA - oleinska kiselina - eng. oleic acid

PA - palmitinska kiselina - eng. palmitic acid

PL-fosfolipidi

PPAR - eng. peroxisome proliferator-activated receptors

PUFA - polinezasi¢ene masne kiseline - eng. polyunsaturated fatty acids
S - stearinska kiselina - eng. steraic acid

SBPr - steroid-vezujuéi protein - eng. steroid binding protein

SBP — sistolni krvni pritisak - eng. sistolic blood pressure

SDG - sekoizolaricirezinol-diglukozida

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



SOD - superoksid dismutaza - eng. superoxide dismutase

TAG - triacilgliceroli

TC - ukupni holesterol - eng total cholesterol

TCA- trihlor siréetna kiselina

TE- Trolox ekvivalenti

TLC — tanko slojna hromatografija - eng. thin layer chromatography
TNF-a — tumor nekroziz faktor-a - eng. tumor necrosis factor-a
TRIS- tris-(hidroksimetil)-aminometan

VLDL - lipoproteinskecesticeveoma male gustine - eng. very low density lipoprotein
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1. UVOD



Semenke lana, susama i golice predstavljaju znacajne dijetarne izvore polinezasi¢enih
masnih kiselina (PUFA), ali se njihovi masnokiselinski profili medusobno razlikuju. Sadrzaj a-
linolenske kiseline (18:3 n-3, ALA) izuzetno je visok u lanenom semenu (oko 50 %), a semenke
susama i golice bogate su linolnom (18:2 n-6, LA) i oleinskom kiselinom (18:1 n-9, OA). Vazece
preporuke za unos lipida isti¢u znacaj odnosa n-6/n-3 PUFA u ishrani, zbog ¢ega su ispitivanja

sadrzaja PUFA u semenkama lana, susama i golice od izuzetne vaZnosti.

Za semenke bogate uljima karakteristi¢no je prisustvo znacajnih koli¢ina liposolubilnih
antioksidanasa, izomera vitamina E. Semenke lana i susama pored vitamina E, sadrze i znaCajne
koli¢ine drugih antioksidanasa. Lignani su sekundarni metaboliti biljaka, koji su privukli veliku
paznju zbog ispoljenih fizioloSkih funkcija, najviSe u prevenciji koronarnih bolesti, kancera i
inflamacije, a semenke lana i1 susama predstavljaju najbogatije poznate dijetarne izvore lignana.
Odredene koli¢ine lignana identifikovane su i u semenkama golice. Biljni lignani se u
gastrointestinalnom traktu prevode u metabolite enterolignane, ¢ija se koncentracija u cirkulaciji
povecava prilikom konzumiranja namirnica bogatih lignanima. Fenolne kiseline su veoma
rasprostranjene u biljnim namirnicama, a za semenke lana, susama i golice potvrdeno je

prisustvo ferulinske kiseline (FE).

Zastupljenost n-3 esencijalnih masnih kiselina je sniZzena kod bolesnika sa hroni¢nom
bubreznom slabos¢u u odnosu na zdrave osobe. Istovremeno, kod pacijenata na programu
hemodijalize oksidativni stres je povecan u odnosu na zdrave osobe i1 pretpostavlja se da
doprinosi visokoj stopi nastanka kardiovaskularnih oboljenja kod ove grupe pacijenata. Promene
u lipidnom statusu, glikoregulaciji, pojava hipertenzije i hroni¢na inflamacija, karakteristicne za
bolesnike na hemodijalizi, mogle bi biti povezane sa masnokiselinskim i1 antioksidativnim
statusom u njihovoj krvi i tkivima, Sto daje osnov za sprovodenje nutritivne intervencije

ishranom obogacenom esencijalnim masnim kiselinama i antioksidansima.

Ispitivanja suplementacije ishrane bolesnika na programu hemodijalize, uljem i/ili
semenkama lana, veoma su aktuelna zbog njihovog visokog sadrzaja ALA, medutim, u veéini
publikovanih rezultata interventnih studija nisu pra¢ene promene u status masnih kiselina tokom

suplementacije ishrane. Kako status masnih kiselina u krvi 1 tkivima, pored dijetarnog unosa,



odreduje i njihov metabolizam 1 antioksidativni status, pracenje promena u masnokiselinskim

profilima ispitanika tokom studije suplementacije je od velikog znacaja.

Obezmasc¢ene semenke lana, susama i golice predstavljaju otpadni industrijski materijal u
toku proizvodnje ulja, a prema literaturnim podacima njihovi metanolni ekstrakti pokazuju
znacajnu antioksidativnu aktivnost, zbog prisustva jedinjenja sa fenolnom strukturom. Brojne in
vitro studije pokazale su antioksidativni potencijal ekstrakata bogatih fenolnim jedinjenjima, ali
su mehanizmi in vivo antioksidativnog delovanja tema intenzivnih istrazivanja. Pojedine studije
pokazale su da suplemetacija ishrane polifenolima dovodi do porasta nivoa PUFA, kao

indirektnih pokazatelja lipidne peroksidacije u organizmu.

Humani serum-albumin (HSA) ucestvuje u transport brojnih endogenih i egzogenih
jedinjenja, a istovremeno predstavlja jedan od najvaznijih vancelijskih antioksidanasa.
Antioksidativni potencijal HSA potice od prisustva slobodne tiolne grupe ostatka Cys34, ali i od
njegove sposobnosti da veze jone metala. Oksidativni stres ima znacajnu ulogu u patogenezi
nekih bolesti, kao $to su dijabetes, alkaptonurija, preeklampsija, apnea i bolesti jetre, bubrega i
srca, 1 povezan je sa smanjenjem sadrzaja slobodne tiolne grupe HSA usled reakcije tiolne grupe

sa reaktivnim oksidativnim vrstama.

U brojnim studijama ispitivano je vezivanje razlicitih fenolnih jedinjenja za HSA, 1
pokazano je da ¢ak i male razlike u njihovoj strukturi zna€ajno uticu na vezivanje za molekule
HSA. Utvrdeno je, takode, da pri vezivanju fenolnih jedinjenja za HSA dolazi do promena
konformacije molekula ovog proteina. Medutim, do sada nije ispitivan uticaj vezivanja jedinjenja
sa fenolnom strukturom na reaktivnost slobodne tiolne grupe Cys34, odnosno na njen
antioksidativni potencijal. Stoga je jedan od ciljeva ove disertacije in vitro ispitivanje uticaja
vezivanja jedinjenja sa fenolnom strukturom, prisutnih u metanolnim ekstrakatima obezmasc¢enih
semenki (lana, susama i golice), za HSA na reaktivnost Cys34 tiolne grupe. Rezultati istraZivanja
u ovoj oblasti mogu doprineti sagledavanju moguénosti primene fenolnih jedinjenja u modulaciji

antioksidativnog potencijala Cys34 tiolne grupe, odnosno molekula HSA.

Jedna od komponenti metanolnih ekstrakata semenki, prema literaturnim podacima, je
FE. Utvrdeno je da se ona vezuje za molekul govedeg serum albumina (BSA) i/ili HSA u okviru

subdomena IIA, odnosno za vezuju¢e mesto 1. Afinitet FE za BSA ili HSA ispitivan je u



nekoliko studija razli¢itim metodama (fluorescentna spektroskopija, nuklearna magnetna
rezonanca (NMR), afinitetna kapilarna elektroforeza, izotermalna mikrokalorimetrija), ali se
dobijene konstane vezivanja FE za HSA/BSA znacajno razlikuju, kao i rezultati o tome koji tip
interakcija je najznacajniji prilikom vezivanja FE za HSA.

U cirkulaciji se pored fenolnih jedinjenja iz hrane pojavljuju i njihovi metaboliti -
enterolignani (enterolakton (EL) i enterodiol (ED), ¢iji je sadrzaj posle konzumiranja namirnica
bogatih lignanima povecan i u urinu). Do sada nije ispitivano njihovo vezivanje (tip vezivanja -
staticko, dinamicko, konstante vezivanja, broj mesta vezivanja, karakterizacija mesta vezivanja)
za molekule HSA, uticaj vezivanja na promenu konformacije HSA molekula i posledi¢no na

promenu reaktivnosti Cys34 grupe HSA. Rezultati ovih ispitivanja mogu doprineti rasvetljavanju

bioloSkog efekta konzumiranja namirnica bogatih lignanima.

Za odredena fizioloska (npr. gladovanje, intenzivna fizicka aktivnost) i patoloska stanja
(kao $to je hroni¢na bubrezna slabost), karakteristicno je da se povecava molarni odnos ne-
esterifikovanih masnih kiselina (FFA)/HSA u cirkulaciji. Do sada je pokazano da vezivanje FFA
dovodi do znacajnih konformacionih promena molekula HSA i do povecanja reaktivnosti Cys34
tiolne grupe HSA. Kako se mesta vezivanja masnih kiselina i fenolnih jedinjenja preklapaju,
ispitivanje kooperativnih i kompetitivnih interakcija liganada (masnih kiselina i fenolnih
jedinjenja) pri vezivanju za HSA i posledica ovih vezivanja, posebno na reaktivnost Cys34 tiolne

grupe, ima veliki znacaj.



2. PREGLED LITERATURE



2.1. Semenke lana, susama i golice su znac¢ajan dijetarni izvor

esencijalnih masnih kiselina i antioksidanasa

Konzumiranje lana, susama i golice daje povoljne efekte na zdravlje ljudi. Semenke lana,
susama i golice su znacajan dijetarni izvor PUFA | antioksidanasa, pa je ispitivanje njihovih

sadrzaja i posledi¢no efekata na zdravlje tema brojnih, pa i nasih ispitivanja.

2.1.1. Semenke lana, susama i golice su dijetarni izvor esencijalnih masnih

kiselina

Sve je viSe dokaza koji potvduju da dijetarni unos razli¢itih vrsta lipida nema istovetan
efekat na zdravlje (Risti¢-Medi¢, 2013). Postoji viSe razli€itih preporuka (FAO, 1994; ISSFAL,
2004; NHMRC, 2003; Eurodiet, 2000) vezanih za dijetarni unos lipida, koje generalno ukazuju
da treba smanjiti ukupan unos lipida, ograni¢iti unos zasi¢enih masnih kiselina (SFA) 1
obezbediti adekvatne koli¢ine PUFA. Smernice za unos lipida isti¢u i veliki zna€aj odnosa

zastupljenosti n-6/n-3 PUFA u ishrani, uz preporuke da se unose adekvatne koli¢ine n-3 PUFA.

Biljna ulja i semenke bogate uljima su znacajan dijetarni izvor kako n-6, istovremeno i n-
3 PUFA, jer se i njihovi masnokiselinski sastavi zna¢ajno razlikuju (Dubois, 2007). U uljima
susama i golice najzastupljenija je LA sa oko 50 %. Medutim, ulja golice i susama mogla bi se
znacajno razlikovati po sadrzaju OA. OA je u uljima susama zastupljena sa oko 40 %, dok
podaci za ulje golice pokazuju da ono sadrzi oko 25 % (Dubois, 2007), odnosno oko 40 % OA
(Rabrenovic¢, 2014). Sadrzaj ALA, izuzetno je visok u lanenom ulju (50-55 %). Kako biljna ulja
predstavljaju najznacajniji izvor ALA, zastupljenost ove masne kiseline je od izuzetnog znacaja
za nutritivnu vrednost ulja. Druga ulja, koja sadrze znacajne koli¢ine ALA, su sojino (7.8 %),
ulje konoplje (19.7 %), uljane repice (9.9 %) i oraha (10 %) (Dubois, 2007).



2.1.1.1. Metabolizam esencijalnih masnih kiselina; aktivnost elongaza i desaturaza

Za ostvarivanje bioloskih efekta dijetarnog unosa PUFA, klju¢nu ulogu igra i njihov
metabolizam, koji se zasniva na aktivnosti desaturaza i elongaza. LA i ALA predstavljaju
esencijalne masne kiseline za sisare i kako se ne mogu sintetisati, obezbeduju se iskljucivo
ishranom. Aktivno$éu desaturaza A® (D5D, gen FADS1), A® (D6D, gen FADS?) i elongaza (Elo-
2, Elo-5, Elo-4) LA i ALA se prevode u dugolan¢ane PUFA n-6 i n-3 serije (Slikal). Potvdeno je
postojanje klasi¢nog 1 alternativnog metabolickog puta, kojim se direktno 20:2 n-6 pretvara u
arahidonsku kiselinu (20:4 n-6, AA) (Slika 1). Medutim, kako proizvod FADS2 gena pokazuje
veéu A®-desaturaznu aktivnost prema LA, odnosno ALA kao supstratu u odnosu na 20:2 n-6,
klasi¢an put se favorizuje (Park,2009). Iako su isti enzimi ukljuceni u sintezu dugolancanih
PUFA n-6 i n-3 serija masnih kiselina, izmedu ALA i LA postoji kompeticija, pa odnos
LA/ALA, odnosno n-6/n-3 u ishrani uti¢e na akumulaciju dokozoheksaenske kiseline (22:6 n-3,
DHA).

Delovanjem lipoksigenaze (LOX) i ciklooksigenaze (COX) nastaju pro-inflamatorni
eikozanoidi iz AA, kao i anti-inflamatorni eikozanoidi iz eikozapentaenske kiseline (20:5 n-3,
EPA). Takode, prostaglandini serije-1 i tromboksani, koji nastaju iz dihomogama-linolenske
kiselina (20:3 n-6, DGLA) pokazuju anti-inflamatorni, vazodilatatorni i anti-agregacijski efekat.
Pored stvaranja eikozanoida, metabolizmom EPA i DHA generiSu se rezolvini, protektini i

maresini, koji takode igraju zna¢ajnu ulogu u imunom odgovoru (Slika 1).

Postavlja se pitanje da li se ishranom sa odgovaraju¢im unosom ALA moze obezbediti
adekvatna koli¢ina DHA za tkiva? I da li unos biljnih ulja bogatih sa ALA, moZe obezbediti
adekvatne nivoe EPA i DHA? Pokazano je da je efikasnost pretvaranja ALA u EPA ograni¢ena
(10 %), a u DHA i slabija (manje od 5 %), a to je pokazano i za prevodenje EPA u DHA (Burdge
2002; Burdge, 2002a; Brenna, 2002). Istovremeno, prevodenje ALA u DHA je efikasnije kod
zena (10 %) nego kod muskaraca (<1 %) (Burdge, 2002a). Medutim, istrazivanja Igarashi i
saradnika (2008) pokazuju da jetra povecava pretvaranje ALA u DHA kada je nivo n-3 masnih

kiselina nizak 1 da je u potpunoj meri sposobna da obezbedi potrebne kolicine DHA.
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2.1.1.2. Efekat n-3 masnih kiselina na faktore povezane sa razvojem kardiovaskularnih
oboljenja (hiperlipidemija, insulinska senzitivnost, hipertenzija, oksidativni stres,

inflamacija)

Za dijetarni unos n-3 masnih kiselina (ALA, EPA, DHA) pokazao je da dovodi do
smanjenja klini¢kih parametara povezanih sa nastankom i razvojem kardiovaskularnih oboljenja:
hiperlipidemije (Mandasescu, 2005; Lucas, 2002;Valdivielso, 2009), hipertenzije (Paschos,
2007; Lungerhausen, 1994) i inflamacije (He, 2009; Cornish, 2009). Rezultati studija o uticaju
ovih masnih kiselina na oksidativni stres su neusaglaSeni, ali EPA i DHA uti¢u na nivo enzima
ukljuéenih u antioksidativnu zastitu (Tayyebi-Khosroshahi, 2010). Istovremeno, za veée dijetarne
doze EPA i DHA pokazan je pro-oksidativni efekat na zivotinjskim modelima (Poudyal, 2011).
Studije na Zzivotinjskim modelima su pokazale da dolazi do povecanja osetljivosti celija na
insulin (Sener, 2010), dok kod ljudi nakon suplementacije sa n-3 PUFA nije bila uo¢ena promena

u osetljivosti na insulin (Fakhrzadeh, 2010).

Kada se uporede efekti sve tri n-3 PUFA (ALA, EPA i DHA) na osetljivost na insulin,
hipertenziju i inflamaciju, one ostvaruju uporedive efekte, $to ukazuje na slican mehanizam
delovanja. Kako ALA pokazuje veci afinitet za D6D nego LA, fizioloski efekti ALA mogli bi se

ostvarivati ne direktno, ve¢ posle prevodenja u EPA i eventualno u DHA (Poudyal, 2011).

Medutim, utvrdene su znacajne razlike za efekte suplementacije ALA i EPA+DHA na
lipidni status. Suplementacija ishrane sa 20 do 50 g lanenog semena/dnevno bogatog sa ALA
kod osoba sa hiperlipidemijom i Zena u postmenopauzi rezultovalo je sniZzenjem ukupnog, LDL-
holesterola i HDL-holesterola (Mandasescu, 2005; Lucas, 2002). Dijetarni unos 3 do 4 g
EPA+DHA pokazao je pozitivan efekat na lipidni status, snizavajuéi nivo triacilglicerola (TAG)
i povecavajuci nivo HDL-holesterola kod hiperlipidemicnih osoba i obolelih od dijabetesa tipa 2
(Valdivielso, 2009). Glavni doprinos razlikama u ostvarenim efektima na lipidemiju pripisuju se
uticaju EPA i DHA na oksidaciju i sintezu masnih kiselina na nivou ekspresije enzima
(peroksizomalna acil-CoA oksidaze, karnitin-palmitoil-transferaze, lipoproteinske i hepaticne
lipaze) ukljucenih u metabolizam masnih kiselina preko aktivacije peroksizom aktivator

proliferirajuci receptori -o i y (Poudyal, 2011).



Zastupljenost esencijalnih masnih kiselina smanjena je u serumu i tkivima u brojnim
patolos$kim stanjima (Ristic-Medi¢, 2013). Stoga suplementacija ishrane smesom semenki
bogatih n-3 PUFA moze biti jedna od dijetarnih mera koja se preporucuje obolelima u cilju

prevencije i smanjenja incidence kardiovaskularnih oboljenja.

2.1.2. Antioksidativni potencijal semenki lana, susama i golice

Semenke lana, susama 1 golice nisu samo bogate uljima sa visokim sadrZzajem
PUFA, ve¢ i jedinjenjima sa antioksidativnom aktivnos¢u (vitaminom E, lignanima i fenolnim
kiselinama), supstancama koje prisutne u niskoj koncentraciji u poredenju sa oksidansom,

znacajno smanjuju ili preveniraju oksidaciju supstrata.

2.1.2.1. Semenke lana, susama i golice kao dijetarni izvor vitamina E

Znacajni dijetarni izvori vitamina E su biljna ulja, medu kojima 1 ulja lana, susama 1
golice. Tokoferoli i tokotrienoli su antioksidansi rastvorni u lipidima, sa hromanolskim prstenom
i hidrofobnim bo¢nim nizom (fitil- u slu¢aju tokoferola, izoprenil- u slucaju tokotrienola) (Slika
2) i njih zajednicki nazivamo vitaminom E. Izomeri tokoferola i tokotrienola (a-, -, y- i 6-)
razlikuju se po broju i poziciji metil-supstituenata na hromanolskom prstenu, a razlike u strukturi

izomera odreduju njihovu biolosku aktivnost.
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Slika 2. Struktura izomera tokoferola i tokotrienola



LDL lipoproteinske Cestice sadrze od 6 do 12 molekula a-tokoferola i oko 0.5
molekula/LDL vy-tokoferola (Wang, 1999). Dok je koncentracija a-tokoferola najvisa u plazmi i
tkivima, u biljnim uljima je obi¢no najzastupljeniji y-tokoferol. Ispitivanjem sadrzaja vitamina E
u prirodnim proizvodima utvrdeno je da postoje znacajne varijacije, ali u semenkama lana,
susama i golice po zastupljenosti uvek je bio dominatan y-izomer. Odredeno je da ulje susama
sadrzi od 32.9 do 111.4 mg y-tokoferola /100 g (Jannat, 2013), golice od 29.92 do 53.6 mg/100 g
(B + v izomera) (Rabrenovic, 2014) i lana 57.5 mg/100 g (B + y izomera) (Tuberoso, 2007).

Glavna uloga o-tokoferola je u zaustavljanju propagacije lancane reakcije lipidne

peroksidacije, “hvatanjem” lipidnih peroksida (Slika 3).
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Slika 3. Delovanje a-tokoferola na lipidnu peroksidaciju

Za y-tokoferol pokazani su brojni pozitivni efekti: antiproliferativni efekat na humanim

¢elijskim linijjama kancera (Gysin, 2002), anti-inflamatorna aktivnost (Jing, 2003) 1 delimi¢na



prevencija promena u transkripciji uslovljenih starenjem u srcu i mozgu miSeva (Park, 2008).
Pokazano je da konzumiranje umerenih koli¢ina susama dovodi do velikih promena u
koncentraciji y-tokoferola, koje se objasnjavaju i sinergistickim delovanjem vy-tokoferola i

lignana prisutnih u semenkama susama (Cooney, 2001).

2.1.2.2. Semenke lana, susama i golice - dijetarni izvor lignana

Utvrdeno je da neke semenke bogate uljima pored vitamina E sadrze i znacajne koli¢ine
drugih antioksidanasa, a medu njima su i semenke susama i lana (Anwar, 2012). Lan (Linum
usitatissium) i susam (Sesamum indicum) predstavljaju najbogatije poznate dijetarne izvore
lignana (Peterson, 2010). Silica i saradnici (2003) identifikovali su odredene koli¢ine lignana i u

semenkama golice.
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Slika 4.  Najzastupljeniji lignani, prisutni u biljkama kao sekundarni metaboliti biljaka:

1) sekoizolaricirezinol, 2) laricirezinol, 3) matairezinol, 4) pinorezinol, 5) sesamin
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Lignani su privukli veliku paznju istraziva¢a zbog ispoljenih fizioloSkih funkcija, najviSe u
prevenciji koronarnih bolesti, kancera i1 inflamacije. Sadrzaj lignana u namirnicama obic¢no je
manji od 2 mg/100 g i procenjeno je da prosecan dnevni unos lignana iznosi oko 1mg (Peterson,
2010). Od lignana u biljkama su najrasprostranjeniji i najzastupljeniji: sekoizolaricirezinol,
matairezinol, laricirezinol, pinorezinol, sesamin (Slika 4).

2.1.2.2.1. Lignani u semenkama lana

Sekoizolaricirezinol je dominantan lignan u lanu, prisutan u obliku sekoizolaricirezinol-
diglukozida (SDG). SDG je umrezen sa 3-hidroksi-3-metilglutarnom kiselinom u oligomere
ravnog lanca, u kojima je 5 molekula SDG povezano sa 3 molekula 3-hidroksi-3-metilglutarne
kiseline (Peterson, 2010; Eliasson, 2003; Sicilia 2003). Pored SDG u semenkama lana
identifikovano je prisustvo malih koli¢ina matairezinola, izolaricirezinola, laricirezinola i
pinorezinola (Toure, 2010). Pozitivne efekte na zdravlje, prvenstveno na prevenciju nastanka
kancera, lignani lana ostvaruju zahvaljuju¢i estrogenskom i anti-estrogenskom delovanju
(Thomson, 1996; Frische, 2003) i antioksidativnoj aktivnosti (Kitts 1999, Prasad 2000).

U literaturi je opisano mnogo razli¢itih metoda kojima su polifenoli lana izolovani u cilju
odredivanja sadrzaja SDG (Toure, 2010). U prvom koraku se semenke lana estrahuje organskim
rastvaracima, ponekad uz dodatak vode. Potom se ekstrakti semenki lana hidrolizuje da bi se
SDG oslobodio iz kompleksa (bazna hidroliza) i da bi se oslobodio aglikon (kisela ili enzimska
hidroliza), §to je rezultovalo velikim razlikama u izolovanim i odredenim koli¢inama SDG.
Eliasson i saradnici (2003) su pri direktoj alkalnoj hidrolizi uzoraka lana utvrdili da je sadrzaj (+)
-SDG u semenu lana od 11.9 do 25.9 mg/g, odnosno (-) -SDG od 2.2 do 5.0 mg/g.

2.1.2.2.2. Lignani u semenkama susama

Susamovo ulje pokazuje veliku stabilnost prema oksidaciji zbog prisustva liposolubilnih
lignana sa furofuranskim skeletom. Sesamin i sesamolin (8.80 mg/g i 4.50 mg/g, redom) (Pathak,
2014) su najzastupljeniji lignani u susamu i pokazano je da oni inhibiraju ekspresiju lipogenih
enzima (Ide, 2013), inhibiraju intestinalnu apsorpciju holesterola (Liang, 2015) i aktivnost 3-
hidroksi-3-metilglutaril-koenzim A (HMG-CoA) reduktaze (Hirose, 1991). Svoj anti-

inflamatorni efekat ostvaruju inhibicijom aktivnosti A°-desaturaze (Shumizu, 1991), koja igra
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znaajnu ulogu u sintezi AA, prekursora pro-inflamatornih eikozanoida. Pokazan je njihov
antihipertenzivni efekat (Miyawaki, 2009), kao i znacajna uloga u detoksifikaciji jetre usled
konzumiranja etanola (Akimoto, 1993). Glikozilovani lignani su prisutni u obezmasé¢enim
semenkama, a od njih su najzastupljeniji sesaminol-triglukozid, sesaminol-diglukozid i
sesaminol-monoglukozid (Petersen, 2010). Sesamol, sesaminol, sesamolinol, pinorezinol,
matairezinol, laricirezinol i episesamin su lignani koji su identifikovani u semenkama i uljima
susama, ali u znatno manjim koli¢inama (Petersen, 2010). Farmakoloski efekti sesamina i
sesamolina su direktno ili indirektno povezani sa njihovim antioksidativnom aktivnoscu,

odnosno ovi lignani mogu smanjiti oksidativni stres in vivo.

2.1.2.2.3. Lignani u semenkama golice

Znacajne koli¢ine sekoizolaricirezinola (21 mg/100 g suve mase) su pronadene u
semenkama bundeve (Aldercreutz, 1997), a Sicilia i saradnici (2003) su u njima identifikovali i

prisustvo laricirezinola.
2.1.2.2.4. Biljni lignani se u gastrointestinalnom traktu transformisu u enterolignane

Biljni lignani se u gastrointestinalnom traktu transformiSu delovanjem bakterija crevne
mikroflore u enterolignane, EL i ED (Slika 5). U gastrointestinalnom traktu i/ili jetri
enterolignani se konjuguju sa glukuronskom ili sumpornom kiselinom, pre nego $to se oslobode
u cirkulaciju. Glukuronidi i sulfati sekoizolaricirezinola, EL i ED, se ili elimini§u putem Zu¢i i
urina, ili dolazi do njihove enterohepaticke recirkulacije. Eliminacija putem urina je spora, u
urinu je identifikovano prisustvo pored EL, ED i sekoizolaricirezinola, matairezinola,

laricirezinola i izolaricirezinola (Bannwart, 1984).

HOWO/\\;/-\\ o oH
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Slika 5. Struktura enterodiola (1) i enterolaktona(2)
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EL je glavni enterolignan prisutan u cirkulaciji i zbog toga se koristi kao biomarker
dijetarnog unosa biljnih lignana. Medutim, u nekim studijama se pokazalo da je koeficijent
korelacije EL sa procenom dijetarnog unosa lignana, utvrdenom na osnovu anketa o ishrani
ispitanika, bio vrlo nizak (Petersen, 2010). Pored dijetarnih navika, na koncentraciju
enterolignana uti¢u genetski faktori, metabolizam intestinalnih bakterija, endogeni hormoni i

upotreba antibiotika (Sonedtedt, 2008; Kuijsten, 2005).

Estrogenska i anti-estrogenska aktivnost EL i ED je vazna za ispoljavanje njihovih
efekata na zdravlje. Antioksidativna aktivnost EL, ED pokazana je u lipidnim i u vodenim in
vitro sistemima (Kitss, 1999; Prasad 2000a), kao i da je antioksidativna aktivnost EL i ED u
ispitivanom sistemu (gde su generisani lipidni peroksidi i hidroksil-radikali) ve¢a u poredenju sa
SDG (Kitss 1999, Prasad 2000). Zbog svoje antioksidativne aktivnosti, kao i slabe estrogenske i
anti-estrogenske aktivnosti, enterolignani mogu imati mnoge pozitivne efekte na funkciju jetre
(Xu, 2015) ili na smanjenje rizika za nastanak kancera dojke (Pietinen, 2001), prostate (Hedelin,
2006) i kardiovaskularnih oboljenja (Vanharanta, 2003).

2.1.2.3. Semenke lana, susama i golice - dijetarni izvori fenolnih kiselina

Kao sekundarni metaboliti biljaka fenolne kiseline su veoma rasprostranjena jedinjenja.
Ispitivanja obezmaséenih semenki (bogatih uljima) (Dabrowski, 1984; Dabrowski, 1984a)
pokazala su da se u njima nalaze znacajne koli¢ine fenolnih Kiselina. Njihov sadrzaj u
obezmaséenim semenkama lana iznosio je 81.1 mg/100 g semenki, a u obezmaséenim
semenkama susama 22.7 mg/100 g semenki (Dabrowski, 1984). Najzastupljenija fenolna kiselina
u lanu je FE sa 37.6 mg/100 g, dok je njen sadrzaj u susamu iznosio 5.7 mg/100 g obezmaséenih
semenki (Dabrowski, 1984). U semenkama susama najzastupljenija je kafeinska kiselina sa 9.8
mg/100 g, a znacajan je bio sadrzaj i p-kumarinske kiseline sa 7.2 mg/100 g obezmascenih
semenki (Dabrowski, 1984). U uzorcima nisu nadene slobodne fenolne kiseline, i ve¢ina njih se
nalazila u frakciji estara koji su ekstrahovani sistemom metanol/aceton/voda (Dabrowski,
1984a). Eliasson i saradnici (2003) su pokazali da je seme lana, posle direktne hidrolize, sadrzalo
glukozide p-kumarinske kiseline (u iznosu od 1.2 do 8.5 mg/g) i FE (od 1.6 do 5.0 mg/g
obezmasc¢enih semenki). Kansoula (2010) je pokazao da u obezmas$¢enim semenkama susama,

pored glikozida lignana, nalaze i fenolne kiseline. Ben Othman i saradnici (2015) su u vodenim
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ckstraktima obezmas$c¢enih semenki susama identifikovali vanilinsku kiselinu i FE. Semenke
golice nisu bogate polifenolima (sadrze od 34.3 do 82.4 mg/100 g semenki; Nawirska-Olszanska,

2013), ali je i u hladno cedenim uljima golice identifikovano prisustvo FE (Morrison, 2015).

Oksidativni stres se Cesto definiSe kao narusavanje ravnoteze izmedu pro-oksidanasa i
antioksidanasa, koje vodi oste¢enju lipida, proteina i nukleinskih kiselina, a javlja se u razlic¢itim
fizioloskim (Powers, 2008; Wasselin, 2014) i patoloskim stanjima (Uttara, 2009; Spittle, 2001).
Oksidativni stres moze biti rezultat ili smanjene koncentracije antioksidanasa i/ili povecane
produkcije reaktivnih vrsta. U nekoliko studija pokazan je pozitivan efekat antioksidanasa na
kardiovaskularna oboljenja (Tribble, 1999; Myung, 2013). Stoga bi dijetarni unos semenki lana,
susama i golice, u kojima su pored esencijalnih masnih kiselina prisutni i antioksidanasi, mogao
uticati na prevenciju nastanka i razvoja kardiovaskulanih oboljenja kod ugrozenih grupa,kao $to

Su bolesnici sa hroni¢cnom bubreznom slabo$¢u na programu hemodijalize.

2.2. Hroni¢na bubrezna insuficijencija-status esencijalnih masnih

kiselina i antioksidativni status

Poznato je da je status PUFA povezan sa nastankom aterosklerotskih promena i
inflamacije, budu¢i da su PUFA glavne komponente plazmine membrane i prekusori za sintezu
prostaglandina i leukotriena (Dyerberg, 1986). Literaturni podaci ukazuju da kod bolesnika sa
hroni¢nom bubreznom slabos¢u, koji su na programu hemodijalize, dolazi do smanjenja
zastupljenosti n-6 i/ili n-3 PUFA (Dessi, 2014; Dasgupta, 1990; Koorts, 2002; Friedman, 2006).
Medutim, kada se analiziraju ovi podaci, uo¢ava se da postoji neusaglasenost u pogledu promena
u masnokiselinskim profilima. U jednoj od nasih predasnjih studija, poredenjem statusa masnih
kiselina u fosfolipidima plazme i eritrocita bolesnika sa hroni¢cnom bubreznom slabo$¢u na
programu hemodijalize, sa profilima zdravih osoba, utvdeno je povecanje zastupljenosti OA i
smanjenje zastupljenosti EPA i DHA kod bolesnika na hemodijalizi, kao i nizi procentualni udeo
ukupnih n-6 i n-3 PUFA u odnosu na zdrave osobe (Risti¢, 2006).

Promene u lipidnom statusu, glukoregulaciji, pojava hipertenzije 1 hroni¢na
inflamacija karakteristi¢éne su za bolesnike sa hroni¢énom bubreZznom slabos¢u na hemodijalizi

(Dessi, 2014; Khalatbari Soltani, 2013; Mak, 1996). Kako bi one mogle biti povezane sa
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masnokiselinskim statusom u njihovoj krvi i tkivima, to predstavlja osnovu za sprovodenje
nutritivne intervencije ishranom oboga¢enom esencijalnim masnim Kkiselinama. Aktuelna
istrazivanja SU vezana za uticaj suplementacije ishrane lanenim semenom i/ili uljem lana kod
pacijenata sa hroni¢nom bubreznom slabos¢u na programu hemodijalize (Lemos, 2012,
Khalatbari Soltani, 2013). Pokazano je da dodatak i semena, i ulja lana dovodi do znacajnih
promena lipidnog statusa i koncentracije C-reaktivnog proteina (CRP). Medutim, saglasno
prikazanom u poglavlju 2.1.1., namece se pitanje: mogu li se konzumiranjem semenki lana
obezbediti optimalne koncentracije EPA i DHA u plazmi i ¢elijskim membranama? Kao §to je
ve¢ receno, prema dostupnim literaturnim podacima ALA se u organizmu ne prevodi efikasno u
EPA i DPA n-3, a i dalje prevodenje DPA n-3 veoma je ograni¢eno (Brenna, 2002; Burdge,
2002; Burdge, 2002 ). U vecini publikovanih rezultata interventnih studija nisu praéene promene
u statusu masnih Kkiselina tokom suplementacije ishrane. Status masnih kiselina u serumu i
tkivima, pored dijetarnog unosa odreduje i njihov metabolizam (Yang, 2016), kao i
antioksidativni status organizma (Kardum, 2014). Pradenjem promena masnokiselinskih profila
plazme ili tkiva tokom studije suplementacije ishrane semenkama i/ili uljem lana, omogucava

sagledavanje uticaja suplementacije ishrane sa ALA na nivo EPA i DHA.

Kada je mnarusena ravnoteza izmedu stvaranja reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i
antioksidativnih mehanizama odbrane dolazi do oksidativnog stresa. Lipidna peroksidacija
PUFA Ccelijske membrane, uz oksidativno oSteCenje proteina i nukleinskih kiselina, je glavna
posledica oksidativnog stresa. Kod pacijenata na programu hemodijalize oksidativni stres je
poveéan u odnosu na zdrave osobe i pretpostavlja se da doprinosi visokoj stopi nastanka

kardiovaskularnih oboljenja kod ove grupe pacijenata.

U studiji Raja i saradnika (2013) pokazano je da je nivo enzima antioksidativne zastite
(glutation-peroksidaze - GSPx, superoksid-dismutaze - SOD, katalaze - CAT), kao i
koncentracija glutationa (GSH) i antioksidanasa (vitamina E, A i C), snizen u serumu bolesnika
sa hroni¢nom bubreznom slabos$¢u na programu hemodijalize. Istovremeno, uoceno je da dolazi
do povecanja nivoa lipidne peroksidacije, tj. povecanja sadrzaja malon-dialdehida (MDA).
Zachara i saradnici (2009) su pokazali da je kod pacijenata na hemodijalizi povecano stvaranje
reaktivnih kiseoni¢nih vrsta i Smanjena aktivnost GSPx. Selen-zavisna izoforma GSPx, prisutna

u plazmi se u najvecoj meri sintetiSe U bubrezima, a njena aktivnost je redukovana kod obolelih
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sa hroni¢nim oboljenjima bubrega, proporcionalno progresiji bolesti (Toccone-Gallucci, 2009).
Od markera oksidativnog stresa povecan je nivo F,-izoprostanona, lipidnih hidroperoksida,

antitela na oksidovani-LDL, oksidabilnost LDL, sadrzaj karbonilnih grupa i 3-hlorotirozina.

Serum albumin (HSA) igra znacajnu ulogu u antioksidativnoj zastiti, o ¢emu ¢e biti vise
reCi u poglavlju 2.3.3., ali ¢e ovde biti ukratko navedeni podaci vezani za antioksidativnu ulogu
HSA kod bolesnika sa hroni¢nom bubreZznom insuficijencijom na program hemodijalize. Prvo,
kod pacijenata na hemodijalizi koncentracija HSA moze biti znaajno smanjena. Pokazano je da
nivoa HSA nije biomarker malnutricije, ve¢ ukazuje na stepen progresije Samog oboljenja
(Friedman, 2010). Soejima i saradnici (1999) utvrdili su da HSA stiti masne kiseline membrane
eritrocita od lipidne peroksidacije i da se njegova antioksidativna sposobnost povecava posle
hemodijalize. Sadrzaj redukovane tiolne grupe u HSA je smanjen kod bolesnika na programu
hemodijalize, a stepen karbonilovanja je povecan (Takahashi, 2016). Na reaktivnost tiolne grupe
HSA uti¢e koncentracija FFA u serumu (Paviéevi¢, 2014). Cinjenica da kod pacijenata na
hemodijalizi dolazi do znacajnog porasta FFA, ukazuje na moguénost povecanja reaktivnosti

Cys34 grupe HSA, odnosno njenog antioksidativnog kapaciteta.

Oksidativni stres kod bolesnika sa hroni¢cnom bubreznom slabos¢u na programu
hemodijalize moZe biti povecan zbog gubitka antioksidanasa tokom dijalize, zbog interakcija
krvi i membrane za dijalizu, stimulisanja oslobadanja reaktivnih vrsta od strane neutrofila,
snizenog dijetarnog unosa antioksidanasa zbog malnutricije. Kod pre-hemodijaliznih pacijenata
sa hronicnom bubreznom slabosc¢u oksidativni stres je takode povecan, pa je zaklju¢eno da i

samo oboljenje doprinosi nastanku oksidativnog stresa (Oberg, 2004).

Terapija antioksidansima mogla bi imati znacajan uticaj na spreCavanje nastanka
kardiovaskularnih oboljenja kod bolesnika na programu hemodijalize. U meta-studiji Coombes-a
i saradnika (2012) analizirani su efekti terapija antioksidansima na smanjenje rizika za
kardiovaskularna oboljenja kod bolesnika na hemodijalizi. Sistematiénom pretragom literature,
autori su pronasli da je najvise ispitivan efekat a-tokoferola i da je u 20 od 25 studija pokazano
snizenje markera oksidativnog stresa, a u jednoj studiji istaknut je zastitni efekat u odnosu na
razvoj kardiovaskulranih oboljenja. U nekoliko studija ispitan je uticaj vitamina C, i smanjenje
parametra okidativnog stresa postignuto je u cetiri od jedanaest studija. N-acetilcistein se

pokazao veoma efikasnim antioksidativnim agensom, za koji je antioksidativni efekat utvrden u
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sve Cetiri sprovedene studije. Pored toga, dve studije iste istrazivacke grupe pokazale su da posle
konzumiranja soka crvenog grejpfruta dolazi do smanjenja koncentracije oksidovanog LDL.
Rezultati ove meta-analize pokazuju da bi suplementacija ishrane bolesnika na hemodijalizi
antioksidansima mogla dovesti do smanjenja incidenci kardiovaskularnih oboljenja.

Suplementacijom ishrane pacijenata, sa hronicnom bubreznom slabo$¢u na programu
hemodijalize, smeSom semenki lan, susam i golica, mogle bi se obezbediti adekvatne koli¢ine
esencijalnih masnih kiselina i povecati dijetarni unos antioksidanasa. Od znacaja je ispitati da li
ovakva suplementacija ishrane utic¢e na faktore rizika za razvoj kardiovaskularnih oboljenja kod
bolesnika na hemodijalizi. Istovremeno, zbog uloge HSA u antioksidativnoj odbrani bilo bi
znacajno ispitati da li antioksidansi prisutni u semenkama (polifenoli-lignani i fenolne kiseline)

uti¢u na antioksidativna svojstva HSA.
2.3. Humani serum-albumin - struktura i funkcije

HSA je najzastupljeniji protein plazme, koji ucestvuje u transportu brojnih endogenih 1
egzogenih jedinjenja (masne Kiseline, hem, bilirubin, hormoni, joni metala, fenolna jedinjenja
i lekovi). Istovremeno, HSA igra vaznu ulogu u odrzavanju pH i osmotskog pritiska plazme.
Pored navedenog, veoma je znacajna antioksidativna uloga HSA, koja potice od prisustva
slobodne tiolne grupe ostatka Cys34, koja moze postojati u redukovanom i oksidovanom
obliku.

2.3.1. Struktura HSA

HSA sa koncentracijom od 0.6 mM, predstavlja oko 60 % ukupnih proteina plazme
(Kraght-Hansen, 1981), a polu-zivot ovog protein u plazmi je oko 20 dana (Roche, 2008). Sastoji
se od jednog polipeptidnog niza koga ¢ini 585 aminokiselinskih ostataka i ima molekulsku masu
66 kDa (Meloun, 1975). HSA molekul sadrzi 15 ostataka Cys, ali je samo Cys34 tiolna grupa
slobodna, dok ostali ostaci Cys ucestvuju u formiranju disulfidnih mostova (Carter, 1994).
Izoelektricna tacka HSA je 5.2 1 na fizioloSkom pH 7.4 ima oko 19 negativnih naelektrisanja
(Turell, 2009). Kristalografski podaci (Sugio, 1999) su pokazali da se HSA sastoji od 3 domena
(1, 111 1) koja sacinjavaju po 10 a-heliksa, a svaki od njih ¢ine dva subdomena (A i B) (Slika 6).
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Slika 6. Model strukture molekula humanog serum-albumina. Prikaz domena (I-111) i

subdomena (oznake A i B)

2.3.2. Uloga HSA u transportu egzogenih i endogenih supstanci

HSA je ukljuéen u transport brojnih egzogenih i endogenih supstanci (npr. FFA,
bilirubina, zu¢nih kiselina, tiroksina, metalnih jona, polifenola, lekova). Vezivanje za HSA
mnogostruko uvecava kapacitet plazme za transport pojedinih jedinjenja (Zsila, 2011). U
strukturi HSA zastupljenost a-heliksa je oko 70 %, dok prakticno da nema B-plocica (Carter,
1994), sto obezbeduje molekulu HSA veliku konformacionu fleksibilnost, veoma vaznu da bi
molekul HSA mogao da ostvari svoju ulogu u transportu velikog broja jedinjenja razli¢itih
struktura. Za masne kiseline srednje duZine lanca 1 dugolancane masne kiseline identifikovano je
sedam vezuju¢ih mesta razli¢itog afiniteta (Bhattycharya, 2000), koja su rasporedena po celom
molekulu u svih 6 subdomena (Slika 6). Egzogeni ligandi se vezuju u okviru dva glavna
vezujuc¢a mesta (I i II) u okviru subdomena IIA i IIIA, redom (Slika 7) (Zsila, 2011). Konstante
vezivanja su obi¢no od 10* do 10° M™ (Carter, 1994), pa HSA uti¢e na koncentraciju slobodnog
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liganda, eliminaciju i poluzivot, ucestvuje u transportu i odreduje biolosku aktivnost vezanog
liganda. ldentifikovana su i Cetiri mesta za vezivanje tiroksina i nekoliko mesta za vezivanje
metalnih jona, ukljucujuéi i mesto na N-kraju polipeptidnog lanca HSA (Li, 2015). Vezujuce
mesto |, locirano u subdomenu 1A, preklapa se sa vezuju¢im mestom 7 za masne Kiseline, a
vezuju¢e mesto II u subdomenu IIIA sa vezuju¢im mestima 3 i 4 za masne kiseline (Simard,

2006) (Slika 7).

MESTOII

INTERACTIONS
low high

A) B)

Slika7.  A) Prikaz vezujuéih mesta za masne kiseline (FA 1-7) i glavna vezujuca mesta (I i
Il) za egzogene ligande. B) Model molekula HSA sa vezanim dugolancanim
masnim Kkiselinama. llustracija je zasnovana na kristalografskim podacima iz PDB
ID 1E7I, i sacinjena koris¢enjem Jmol 14.0.11. Molekul stearinske kiseline je
predstavljen modelom ispunjenih sfera. Obojena povrSina molekula HSA
predstavlja interakcije sa okolinom: slabe interakcije povr§ina (plavo), jake

interakcije (crveno).
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2.3.2.1. Vezujuéa mesta za masne Kiseline na molekulu HSA

Rastvorljivost dugolananih masnih kiselina u vodi je veoma mala (<I uM), pa se one
vezuju za u vodi rastvoran HSA da bi se obezbedio njihov transport i da bi se obezbedilo
poveéanje koncentracije masnih kiselina u plazmi u mM opsegu (Hamilton, 2013). Ako se
uporede kristalografske strukture HSA, sa i bez vezanih masnih kiselina, uocava se da

vezivanjem masnih kiselina dolazi do znacajnih konformacionih promena u molekulu HSA
(Slika 8).

A) B)

Slika 8. Razlike u konformaciji molekula HSA bez (A) i sa vezanim masnim kiselinama (B).

Analiza kristalnih struktura FA-HSA kompleksa pokazala je da masne kiseline srednje
duzine lanca, kao i SFA, mononezasi¢ene (MUFA) i PUFA dugolan¢ane masne kiseline, dele
istih sedam vezujuc¢ih mesta na molekulu HSA (Curry, 1999). Simard i saradnici (2006) pokazali
su da se mesta vezivanja razlikuju po afinitetu i utvrdeno je da su visokoafinitetna vezujuca
mesta za palmitat (PA): 2 (u subdomenima IA-1B-11A), 4 (u subdomenu I11A) i 5 (u subdomenu
I11B) (Slika 7). Utvrdeno je da se Cetvrti pik u NMR spektrima pojavljuje tek pri odnosu masna
kiselina/HSA 3:1 i da on potice od niskoafinitetnog sedmog vezujuceg mesta za masne kiseline
(Hamilton, 2013; Simard, 2006).
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ZajedniCko za sva visokoafinitetna vezujuca mesta je da je karboksilna grupa masne
kiseline tako pozicionirana da dolazi do elektrostatickih interakcija sa bar jednim baznim
aminokiselinskim ostatkom u okviru HSA, dok se metilenski lanac masne kiseline vezuje tako da
ne dolazi do njegovog savijanja (Simard, 2006).

2.3.2.2. Glavna mesta vezivanja egzogenih liganada (1 i 1)

Proucavanja struktura liganada koji se vezuju za mesto | molekula HSA pokazala su da se
radi 0 vec¢im heterociklicnim jedinjenjima sa negativnim naelektrisanjem, koje je obi¢no
delokalizovano, u blizini centralnog dela pretezno nepolarnog molekula (Buttar, 2010; Yang,
2014). Za mesto Il uglavnom se vezuju aromati¢ne karboksilne kiseline sa negativnim
naelektrisanjem koje je lokalizovano na ugljenikovom atomu udaljenom od hidrofobnog regiona
(Ghuman, 2005).

Vezujuée mesto I je velika, fleksibilna, viSe-komorna Supljina unutar subdomena I1A
HSA, koju stvaraju svih 6 a-heliksa ovog subdomena, a dodatno i aminokiselinski ostaci
subdomena 1B, 1B i IIA (Zsila, 2011). Trp214 u okviru ovog vezujuceg mesta je znacajan
strukturni element mesta I. Rotacija njegovog indolnog prstena omogucava nekim ligandima da
se smeste u okviru ovog vezujueg mesta i da se ostvare m-m interakcije izmedu prstenova
(indolni prsten Trp214 i heterocikli¢ni prsten liganda)(Buttar, 2010; Ghutman, 2005). Pri
vezivanju vecine liganada, u stvaranju vodoni¢nih veza ukljuéen je Tyrl50, Sto ukazuje na
znacajan doprinos ovog ostatka prilikom vezivanja liganada za mesto | (Buttar, 2010; Ghutman,
2005; Petitpas 2001). Pokazano je, takode, da se u okviru mesta I moze vezivati vise liganada
istovremeno (Ghutman, 2005). U okviru mesta I vezuju se brojni ligandi kao §to su: kvercetin,

hidroksicinamiéne kiseline, daizdein, a interakcije HSA sa varfarinom prikazane su na Slici 9.
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Slika 9. Vezivanje varfarina za vezujuce mesto I HSA u okviru subdomena I1A.

Mesto II predstavlja hidrofobnu Supljinu, koju formira 6 a-heliksa subdomena 1A HSA
(Ghutman, 2005). Ona je manja i rigidnije strukture u odnosu na mesto | (Zsila, 2011). Ipak,
mesto Il pokazuje izvesni stepen konformacione fleksibilnosti, jer se za ovo mesto mogu vezati
dva molekula masnih kiselina istovremeno (Simard, 2006; Hamilton, 2013; Curry, 1999).
Interakcije izmedu diazepama i HSA u okviru vezujuceg mesta II prikazane su na Slici 10, a ono

je i mesto vezivanja brojnih drugih molekula npr. ibuprofena, propanolola, triptofana.

Slika 10. Vezivanje diazepama za vezujuce mesto I1 HSA u okviru subdomena I11A.
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2.3.2.3. Uticaj vezivanja masnih kiselina na vezivanje liganada za glavna vezujuca

mesta | i 11

Masne kiseline uticu na vezivanje liganada u okviru vezujuc¢ih mesta I i II, a svoj efekat
mogu ostvarivati kompeticijom za vezivanje u okviru mesta koja se medusobno preklapaju (Slika

7) i/ili alosternom regulacijom.

U okviru subdomena Il1A nalaze se dva vezuju¢a mesta za masne kiseline (mesta 3 i 4)
(Slika 7), pa se o¢ekuje da ¢e masne kiseline imati veéi uticaj na vezivanje drugih supstanci u
okviru ovog mesta. Zbog preklapanja mesta 7 (niskoafinitetnog mesta za vezivanje masnih
kiselina) i vezujuceg mesta I, moze se oc¢ekivati da pri visokim koncentracijama masnih kiselina
moze do¢i do inhibicije vezivanja liganada ili ligand moze da zameni masnu kiselinu koja se
nalazi u okviru ovog mesta vezivanja. Simard i saradnici (2006) pokazali su da postoje i
interakcije izmedu vezuju¢eg mesta I i susednog vezujuéeg mesta 2 za masne kiseline. U
prisustvu visokih koncentracija masnih kiselina, ostaci Tyr150 i Arg257 u vezuju¢em mestu 2
rotiraju da bi interagovali sa karboksilnom grupom masnih kiselina. Obrnuto, pri visokim
koncentracijama liganada, koji se vezuju za mesto I, i niskih koncentracija masnih kiselina slabi

vezivanje masnih kiselina u okviru vezuju¢eg mesta 2.

2.4. Interakcije polifenola sa albuminom

Polifenoli su velika grupa jedinjenja, sekundarni metaboliti biljaka sa fenolnom
strukturom. U brojnim studijama ispitivano je vezivanje nativnih polifenola za albumin (najcesce
odmas¢eni BSA 1/ili odmasceni HSA) 1 otkriveno je da postoje znacajne razlike u pogledu

vezivanja, ¢ak i1 kad razlike u strukturi ispitivanih polifenola nisu bile velike.

Semenke lana, susama i golice sadrze znacajne koli¢ine lignana i fenolnih kiselina
(Petersen, 2010; Scilia, 2003; Eillason, 2003; Dabrowski, 1984). Istovremeno, pokazano je da
sve pomenute semenke sadrze odredenu koli¢inu ferulinske kiseline (Dabrowski, 1984,

Morrison, 2015).
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2.4.1. Interakcije lignana i albumina

Nema literaturnih podataka o ispitivanju interakcija kako dijetarnih lignana, tako ni
njihovih gastrointestinalnih metabolita, sa albuminom. Zbog svoje strukturne stereospecifi¢ne
slicnosti sa 17-p-estradiolom (Slika 11) lignani (i proizvodi njihovog metabolizma) pokazuju
estrogensko i anti-estrogensko delovanje, zbog ¢ega bi se mogli vezivati i za proteine koji imaju
specificnu ulogu u transportu estrogena u cirkulaciji. Stoga su Martin i saradnici (1996) ispitali
vezivanje fitoestrogena, pa i EL i ED, za steroid-vezujué¢i protein (SBPr), a ispitivane su i
interakcije sa a-fetoproteinom (AFP) (Garreau, 1991). Pored toga, nadeno je da se izoflavon soje
genistein (Mahesha, 2006), koji je takode fitoestrogen, vezuje za molekul HSA u subdomenu 1A

sa konstantom afiniteta 1.5 x 10° M.

A B.

Slika 11. Strukturne formule 17-g-estradiola (A) i enterolaktona (B)

2.4.2. Interakcije ferulinske kiseline sa alouminom

U nekoliko studija ispitane su interakcije hidroksicinami¢nih kiselina (Slika 12) sa
albuminima (BSA i HSA). Ispitivanjem i poredenjem interakcija kafeinske, hlorogenske i FE
(Slika 12) sa odmasé¢enim BSA (fluorescentnom spektroskopijom), Li i saradnici (2010) su
pokazali da zamena 3-OH grupe metil-grupom, kao i esterifikacija sa hininskom kiselinom,

igraju znacajnu ulogu u vezivanju za BSA. Najmanje vrednost konstanti vezivanja su dobili za
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Slika 12. Strukturne formule kafeinske (A), hlorogenske kiseline (B) i ferulinske kiseline (C)

FE (1.793 x 10* M™ na 25 °C, 25.47 x 10* M na 35 °C, 80.68 x 10* M™ na 45 °C), dok je
afinitet za kafeinsku (vrednosti konstanti vezivanja bile su 42.64 x 10 M™ na 25 °C, 115.7x 10*
M™ na 35 °C, 149.0 x 10* M na 45 °C) bio manji od afiniteta za hlorogensku (vrednosti
konstanti vezivanja bile su 63.44 x 10* M na 25 °C, 138.3 x 10* M™ na 35°C, 583.8 x 10* M
na 45 °C). Zakljucili su da mogucénost stvaranja vodoni¢ne veze (odnosno broj hidroksi-, fenil-,
karboksi —OH grupa u strukturi) moze biti od velikog znac¢aja prilikom stvaranja kompleksa sa
BSA.

Istovremeno, odredeno je da je broj mesta vezivanja po molekulu BSA bio 1 za sve tri
hidroksicinamiéne kiseline. Analizom sinhronih spektara za Tyr ostatke pokazano je da pri
velikim molarnim odnosima ispitivanih polifenola prema BSA (50:1) dolazi do pomeranja
talasne duzine maksimuma emisije ka ve¢im talasnim duZinama. Navedeno ukazuje da dolazi do
porasta hidrofilnosti oko Tyr ostataka, kao i da Tyr ostaci pri tim odnosima zna¢ajno uéestvuju u
smanjenju intenziteta fluorescencije. Sve to upucéuje na zaklju¢ak da pri velikim molarnim
odnosima dolazi do znacajnih promena u konformaciji albumina, usled ¢ega se fluorescencija ne
prenosi efikasno sa Tyr ostataka na Trp. Ispitivanje interakcija FE i hlorogenske kiseline sa HSA
(Kang, 2004) pokazalo je da pri molarnim odnosima ovih kiselina prema HSA do 10:1 postoji
samo jedno mesto vezivanja na molekulu HSA, dok pri vis§im odnosima dolazi do promena u
sekundarnoj strukturi HSA i moguce pojave sekundarnih mesta vezivanja na molekulu HSA sa

manjim afinitetom.

Ispitivanjem interakcija odmas¢enog BSA 1 hidroksicinamicnih kiselina (Jin, 2010) NMR
tehnikom i fluorescentnom spektroskopijom pokazano je da je redosled afiniteta za odmaséeni

BSA hlorogenska > kafeinska > m-kumarinska > p-kumarinska > FE > sinapinska kiselina.
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Utvrdeno je da pri stvaranju kompleksa hidrocinamicka kiselina-BSA postoje sli¢nosti u
vezivanju benzenovih prstenova hlorogenske, kafeinske, m-kumarinske, p-kuraminske kiseline,
kao i sterne smetnje pri vezivanju FE i sinapinske kiseline zbog metilacije fenil-OH grupa kod
ovih kiselina, sto za posledicu ima slabljenje interakcija njihovog fenolnog prstena sa BSA. Jin i
autori (2012) su, takode, utvrdili da se hidroksicinamicke kiseline vezuju u okviru subdomena
ITA za vezuju¢e mesto I, kao i da vezivanju znacajno doprinosi hidrofobni efekat i vodoni¢ne
veze. Pokazano je da dolazi i do elektrostatic¢kih interakcija u kojima ucestvuje ostatak Arg222 u
subdomenu IlA. Li i saradnici (2014) utvrdili su da na vezivanje varfarina za HSA uti¢e FE, §to

takode govori u prilog tome da se one vezuju za isto vezujuce mesto, tj. mesto I.

Ojha i saradnici (2012) su ispitivali termodinamiku interakcija FE sa odmasé¢enim BSA,
izotermalnom mikrokalorimetrijom i uporedo spektralnom fluorimetrijom. Rezultati njihovih
ispitivanja pokazuju da su prilikom vezivanja FE za BSA vrednosti promena entalpije i etropije
manje od nule (AH<0; AS<0), $to govori u prilog tome da pri stvaranju kompleksa FE-BSA na
fizioloSkom pH (7.4), na kome je FE negativno naelektrisana (pK = 4.58), najveci doprinos
imaju elektrostaticke interakcije i vodoni¢ne veze. U studiji He i saradnika (2010), takode, je
pokazana dominantna uloga elektrostatickih interakcija i vodoni¢nih veza prilikom vezivanja FE
za BSA. Primenom izotermalne mikrokalorimetrije Ojha i saradnici (2012) nasli su da postoji
jedno mesto vezivanja FE za BSA, velikog afiniteta (vrednost konstante vezivanja je 9.70 x 10°
M, Tabela 1), sa brojem mesta vezivanja po molekulu BSA od 0.470, i drugo mesto vezivanja
sa zna¢ajno manjim afinitetom (1.87 x 10° M™), ali brojem mesta vezivanja 2.2 po molekulu
BSA. Zakljucili su da ispitivanja interakcija fluorescentnom spektroskopijom ne pruza
moguénost da se ispituju delovi BSA, koji su udaljeni od ostatka Trp214, lociranog u subdomenu
IHA.

Sumarno, rezultati ispitivanja interakcija FE sa albuminom pokazuju da pri vezivanju
dolazi do statickih interakcija. Sve studije su potvrdile znacajnu ulogu hidroksilnih grupa u
vezivanju hidroksicinamickih kiselina. Molekul FE ima samo jednu fenil-hidroksilnu grupu koja
moze ucestvovati u stvaranju vodoni¢nih veza. 3-metoksi-grupa dovodi do slabljenja interakcija
sa fenil-prstenom (zbog sternih smetnji) i time do slabljenja hidrofobnih sila. Kako je molekul
FE negativno naelektrisan na fizioloSkom pH, i elektrostaticke interakcije mogu imati znacajnu

ulogu u njenom vezivanju za albumin. Literaturni podaci za konstante vezivanja za komplekse
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FE i albumina se znacajno razlikuju (Tabela 1), $to govori u prilog neophodnosti daljih

ispitivanja interakcija FE sa albuminom.

Tabelal. Literaturni podaci za konstante vezivanja (K,) i broj mesta (n) vezivanja za
komplekse FE-HSA i FE-BSA.

Kompleks Kax 10*M* n Met-oda. Referenca
odredivanja
1 1.793 (25°C) 0.9257
FE-BSA 25.47 (35 °C) 0.9953  spektrofluorimetrija Li, 2010
80.68 (45 °C) 1.291
2 FE-HSA 2.23 1.17 spektrofluorimetrija  Kang, 2004
3 6.97 (25°C) NMR _
FE-BSA Jin, 2012
0.51 (25°C) 0.82 spekrofluorimetrija
4 97.87 (22°C) 1.31
40.15 (25°C)
FE-BSA 122
24.21 (32°C) 1.17 spekrofluorimetrija
10.23 (37°C) 1.06 Ojha, 2012
187 2.20 .
FE-BSA izotermalna
97000 0.47 mikrokalorimetrija
5 . 249 (25°C) - spekrofluorimetrija e 2010
509 (25°C) - afinitetna kapilarna :

elektroforeza

Vazno je istaknuti da razlike u strukturi hidroksicinami¢nih kiselina dovode do razli¢itih
bioloskih efekata. Wen i saradnici (2003) su pokazali da se antimikrobna aktivnost
hidrocinami¢nih kiselina prema pet sojeva L. monocytogenes razlikuje, pri ¢emu je najvecu
aktivnost pokazala cinamicka kiselina, a za njom su sledile p-kuraminska, FE i kafeinska, dok
hlorogenska nije pokazala nikakav efekat. Na bioloski efekat mogle bi uticati interakcije sa
proteinima, zbog Cega je od velikog znac¢aja njihovo ispitivanje.
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2.5. Antioksidativna uloga HSA

HSA ostvaruje specificnu antioksidativnu funkciju zahvaljujuéi svojoj sposobnosti da
vezuje brojne ligande i da neutraliSe (,,hvata®) reaktivne vrste, a oba ova svojstva su tesno
povezana sa njegovom strukturom (Taverna, 2013). Antioksidativnoj ulozi HSA znacajno
doprinosi slobodna tiolna grupa Cys34, koja moze da reaguje sa oksidativnim vrstama. Pored
toga, znacajni doprinos antioksidativnoj funkciji HSA moze se pripisati tome §to vezuje pro-
oksidativne jone metala Fe** i Cu®*, koji u reakciji sa H,O, grade izuzetno reaktivni hidroksi-
radikal ("OH). Istovremeno, moguc¢nost stvaranja kompleksa HSA sa bilirubinom, koji dovodi do

smanjenja lipidne peroksidacije, je od znacaja za antioksidativna svojstva HSA.

Iwao i saradnici (2006) su utvrdili da oksidacija nekoliko aminokiselinskih ostataka HSA
utice na farmakokinetiku HSA, tako da se njegov poluzivot u cirkulaciji smanjuje. Pored
oksidacije i nitrozilovanja, hemijska post-translaciona modifikacija HSA koja vodi promeni
njegove strukture i posledi¢éno promeni u vezivanju liganada i antioksidativnoj aktivnosti, je
reakcija glikacije (Taverna, 2013; Pavicevi¢, 2014). Ove promene mogu imati veliki znacaj u
modulaciji antioksidativne funkcije HSA, posebno u stanjima kada je koncentracija HSA ve¢

smanjena (hemodijaliza, sepsa, ciroza).

Pri normalnim, fizioloskim uslovima Cys34 ostatak HSA (Slika 13) postoji u dva
razli¢ita oblika, u redukovanom (humani merkaptoaloumin, HMA) i oksidovanom obliku
(humani ne-merkaptoalbumin, HNA). Zastupljenost frakcije HSA sa redukovanom slobodnom
tiolnom grupom, HMA, iznosi oko 70 do 80 % od ukupnog HSA, dok ostatak HNA (20 do 30 %
od ukupnog HSA) ¢ine mesoviti disulfidi sa malim tiolima (HNA1) (HSA-S-S-R), uglavnom
cisteinom, homocisteinom i GSH (Carballal, 2003). U minornoj frakciji HNA2 po zastupljenosti
(2 do 5 %) tiolna grupa je ireverzibilno oksidovana u sulfinsku (HSA-SO,H) i sulfonsku kiselinu
(HSA-SO3H) (Torress, 2012). Istovremeno, nitrozo-HSA (HSA-S-NO), ¢ija je koncentracija
<0.2 uM, predstavlja depo NO, kao i donor NO u terapeutske svrhe (Anraku, 2013). Detektovana
je i mala koli¢ina dimera i oligomera HSA, ¢ija zastupljenost raste tokom precis¢avanja i Cuvanja
uzorka (Jovanovi¢, 2013; Pavicevi¢, 2014). Veoma je znacajno da ireverzibilne promene u

molekulu HSA vode gubitku funkcije i degradaciji modifikovanog proteina (Anraku, 2012).
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Slika 13. Model dela molekula HSA sa obelezenim ostatkom Cys34

Sadrzaj tiolnih grupa HSA (oko 450 uM) ¢ini 80 % ukupnih tiolnih grupa plazme (Turell,
2013) i daleko je veéi u odnosu na ne-proteinske redukovane tiole (15 do 20 uM). Odnos
slobodni tioli/disulfidi je nizak za ostale tiole, osim za GSH i HSA, $to ukazuje na znacajnu
antioksidativnu ulogu slobodne tiolne grupe HSA u plazmi. Dakle, glavni antioksidansi u plazmi
su askorbat, urat, tokoferol i HSA (Anraku, 2013).

Ispitivanjem antioksidativne funkcije HSA, kao i eksperimentima u kojima je ostatak
Cys34 bio zamenjem sa Ala, dokazan je znacajan doprinos slobodne tiolne grupe pri reakcijama
sa superoksid-anjonom (61 %), H,O, (68 %), *OH (38 %), HOCI (36 %) i azot (11)-monoksidom
(51 %) (lwao, 2012). Predlozeno je i potvrdeno da zastupljenost frakcije HSA, u kojoj je tiolna
grupa oksidovana do disulfida (HSA-S-S-R) i ireverzibilno modifikovana u HSA-SO,H i HSA-
SO3H, moze predstavljati validan biomarker oksidativnog stresa (Anraku, 2013). Kod pacijenata

29



sa hroni¢nim oboljenjima bubrega, sadrzaj oksidovanih frakcija HSA je povecan (Takahashi,
2016; Terawaki, 2007).

HSA-S-SR,

R,SH

H,0

2e Je te”
HSA-SH |—poe| HSA-SOH—m=- | HSA-S0,H |—m= [HSA-SO,H

=S AN

HSA-SNHR, HSA-5(0)SR 4

Slika 14. Stvaranje sulfenske kiseline pri oksidaciji Cys34 tiolne grupe humanog serum-

albumina. Potencijalni reaktanti i proizvodi reakcije sulfenske kiseline HSA.

In vitro ispitivanja su pokazala da je HSA, sa ostatkom Cys34 u obliku sulfenske kiseline
(HSA-SOH), intermedijer koji moze da se u prisustvu viSka oksidanasa dalje oksiduje do HSA-
SO;H i HSA-SO3H. Moze i da reaguje sa tiolima pri ¢emu nastaje disulfid (HSA-S-S-R;). U
reakciji sa aminima (R,NH>) nastaju sulfenamidi HSA-SNHR,. Sa drugim molekulom sulfenske
kiseline (R3SOH) gradi se tiosulfid HSA-S(O)SR3 (Slika 14). Proucavanjem kinetika reakcija
sulfenske kiseline utvrdeno je da je glavni put njene transformacije gradenje meSovitih disulfida
(HSA-S-S-R;j).
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2.5.1. Reaktivnost slobodne tiolne grupe Cys34 HSA

Kako je podvuceno u poglavlju 2.5., slobodna tiolna grupa HSA znacajno doprinosi
njegovoj antioksidativnoj aktivnosti. Stoga je od interesa proucavati brzinu reakcije tiolne grupe
sa razlic¢itim oksidansima. Za reakciju tiolne grupe sa H,O, i peroksinitritom (ONOQ") odredene
su brzine reakcije (2.2 do 2.7 x 10° Ms i 3.8 x 10°* Ms™, redom) na pH 7.4 i 37°C, a ove
vrednosti su sli¢ne brzini reakcije slobodnog cisteina i GSH (Turell, 2009). lako slobodna tiolna
grupa HSA ne reaguje izuzetno brzo sa navedenim oksidansima, njena antioksidativna aktivnost

je znacajna zbog velike koncentracije HSA u plazmi.

Novija istrazivanja su pokazala da vezivanje masnih kiselina za HSA utice na reaktivnost
slobodne tiolne grupe HSA grupe sa H,O, i ONOQO", kao i sa 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzoevom
kiselinom) (DTNB) (Jovanovié, 2013; Pavicevi¢, 2014).Torres i saradnici (2012) su utvrdili da
na fizioloskom pH kompleks stearinske kiseline (S)/HSA (5/1) reaguje 6 puta brze sa DTNB-om
i 2 puta brze sa H,0, i ONOO', u odnosu na odmasc¢eni HSA. Istovremeno, utvrdeno je da je u
prisustvu S porast reaktivnosti HSA-SOH manji u odnosu na redukovani HSA-SH, ¢ime se
favorizuje stvaranje reversibilnih oksidovanih vrsta HSA-S-S-R; u odnosu na ireverzibilne
proizvode oksidacije (HSA-SO;H i HSA-SO3H).

U studiji u kojoj je ispitivan uticaj razli¢itih masnih kiselina na brzinu reakcije (konstantu
brzine pseudo-prvog reda) tiolne grupe HSA sa DTNB-om, pokazano je da porast reaktivnosti
zavisi ne samo od koncentracije, ve¢ i od vrste masne kiseline (duzine lanca i
zasi¢enosti/nezasicenosti) koja se vezuje za HSA (Pavicevic, 2014). Pri vezivanju masnih
kiselina konstanta brzine reakcije se povecavala za 2 do 3.5 puta, pri ¢emu je redosled porasta
reaktivnosti u zavisnosti od vrste masnih kiselina bio: PA < DHA < OA < S < miristinska
kiselina (MA) < EPA. Dugolan¢ane masne kiseline dele ista mesta vezivanja na molekulu HSA,

ali se priroda interakcija i afniteti razlikuju (Pepitpas, 2001).

Pri normalnim fizioloskim uslovima, od 0.1 do 2 molekula masnih kiselina se vezuje po
molekulu HSA (Turell, 2013). U odredenim fizioloskim (gladovanje, intenzivno vezbanje) i
patoloskim stanjima (npr. hroni¢na bubrezZna slabost, dijabetes, bolesti jetre) povecava se molarni

odnos FFA/HSA u krvi, i moze da bude 6:1 (Brodersen, 1990; Hostmark, 1995; Zhang, 2014).

31



Za ova stanja utvrdeno je da dolazi i do povecanja oksidativnog stresa. Vezivanje masnih
kiselina za HSA, i posledi¢no povecanje reaktivnosti slobodne tiolne grupe HSA, mogli bi biti
adaptacioni mehanizam u navedenim stanjima koji vode brzoj eliminaciji oksidanasa (Torres,
2012).

2.5.2. Uticaj vezivanja masnih kiselina na reaktivnost tiolne grupe Cys34 HSA

Masne kiseline se ne vezuju direktno za Cys34, ali dovode do konformacionih promena u
molekulu HSA (Simard, 2006; Hamilton, 2013) (Slika 8). Na osnovu kristalografskih
odredivanja, ispitano je da li pri vezivanju masnih kiselina dolazi do promena u blizini ostatka
Cys34. Utvrdeno je da je kod odmaséenog HSA Cys34 zaklonjen u pukotini veli¢ine 9.5 A, i da
vezivanje masnih kiselina dovodi do otvaranja pukotine. Dostupnost Cys34 ostatka raste od 0.7
%, koliko iznosi u odmas¢enom HSA, do 4.9 % u kompleksu sa S (Torres, 2012). U
kompleksima S/HSA povecéavaju se i rastojanja izmedu atoma sumpora Cys34 i atoma kiseonika
karboksilne grupe Asp38, atoma azota imidazolskog prstena His39 i atoma kiseonika u
hidroksilnoj grupi Tyr84 (Torres, 2012).

Usled vezivanja masnih kiselina dolazi do promene pK, vrednosti tiolata Cys34 za oko
0.5 pH jedinica. Dobijene razlike u porastu konstanti brzine reakcija tiolne grupe sa DTNB-om i
H,0, i ONOQO™ ukazuju da postoji jo$ neki dodatni faktor, koji utiCe na reaktvnost ove grupe.
Promena pK, vrednosti je naverovatnije posledica promene polarnosti mikro-okoline oko ostatka
Cys34, nastale usled konformacionih promena koje indukuje vezivanje masnih kiselina u blizini
Cys34 (Tabela 2). Dodatno, menjaju se i rastojanja ostataka His i Tyr koji igraju ulogu u
stabilizaciji tiolata Cys34. Torres i saradnici (2012) su zakljucili da zbog konformacionih
promena dolazi i do smanjenja sternih restrikcionih faktora (geometrija Cys34) i time do
najvec¢ih promena u reaktivnosti tiolne grupe prema DTNB (koji je ve¢i molekul u poredenju sa
H.0,).
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Tabela 2. Ostaci aminokiselina koji se nalaze na rastojanju od 7 A u odnosu na ostatak

Cys34 i vrednosti hidrofobnosti izolovanih ostataka u odnosu na izracunate

vrednosti u mikrookolini Cys34 (STING report, 2005).

dslina  Hidroobnost e
Leu3l 4.92 4.8
GIn32 -5.54 -0.23
GIn33 -5.54 -1.16
GIn34 1.28 1.24
Pro35 3.5 2.6
Asp38 -8.72 -1.42
His39 -4.66 -0.01
Leud? 4.92 4.87
Leu74 4.92 491
Val77 4.04 3.69
Ala78 1.81 1.81
Thr83 -2.57 -0.91
Tyr84 -0.14 -0.01

2.5.3. Uticaj His39 i Tyr84 na reaktivnost Cys34 tiolne grupe HSA

Da bi se veci deo bo¢nog ostatka Cys34 u cirkulaciji nalazio u redukovanoj formi, kao i
da bi HSA reagovao kao antioksidans, reaktivnost Cys34 mora biti regulisana sa ostacima

aminokiselina koji ga u molekulu HSA okruzuju.

Proucavanje zavisnosti promene reaktivnosti tiolne grupe od pH su pokazale da u oblasti

od 6 do 8 dolazi do izraZzenog porasta reaktivnosti ostatka Cys34 (Stewart, 2004). U oblasti pH
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od 6 do 8 dobijeno je povecanje reaktivnosti za oko 4 puta za molekul HSA kod koga postoji
mutacija Tyr84Phe, dok u slu¢aju mutacije His39Leu brzina reakcije sa DTNB-om se smanjuje
do pH 8. U oblasti pH izmedu pH 8 i 8.5 dolazi do porasta reaktivnosti kod His39Leu i Tyr84Phe
mutiranih HSA u odnosu na HSA bez mutacija, ali je efekat izuzetno izrazen kod Tyr84Phe
mutacija HSA. Na pH 8.4 brzina reakcije preudo prvog reda tiolne grupe HSA bez mutacija
dostize plato, dok za His39Leu i Tyr84Phe mutirane molekule raste i pri pH > 9. Na pH 10.2
reakcija DTNB sa tiolnom grupom HSA sa His39Leu mutacijom je za oko 3 puta brza, a sa

Tyr84Phe mutacijom oko 170 puta brza u odnosu na HSA bez mutacija.

Kako se reakcija stvaranja disulfida sa DTNB odvija nukleofilnim napadom
deprotonovanog tiolata na disulfide, za ocekivati je da dolazi do promene brzine reakcije sa
promenom pH. Na osnovu rezultata ispitivanja zavisnosti konstante brzine reakcije pseudo-prvog
reda od pH utvrdeno je da pK, vrednost bo¢nog ostatka Cys34 iznosi 6.7, §to je znacajno nize u
odnosu na ostatak slobodnog Cys (pK, 8 do 9; Stewart, 2005). Ovakve promene u pK, vrednosti
su utvrdene i1 za neke druge proteine, a u veéini sluc¢ajeva pokazano je da dolazi do stabilizacije
tiolathog jona elektrostatiCkim interakcijama sa pozitivno naelektrisanim aminokiselinskim
lancima ili dipolima a-heliksa (Stewart, 2005). U nekim proteinima stvara se jonski par sa
protonovanim His, ¢ija blizina mozZe smanjiti vrednost pK, i za 5 jedinica (Stewart, 2005). Sa
druge strane, u nekim studijama utvrdeno je da je pK, Cys34 HSA znacajno visi, oko 8 (Torres,
2012; Alvarez, 1999).

Rezultati ispitivanja su pokazali i da His39 i Tyr84 ucestvuju u stabilizaciji tiolatnog jona
Cys34: kod mutacija HSA, kod kojih su ovi ostaci zamenjenu nepolarnim aminokiselinskim
ostacima, vrednost pK, Cys34 tiolne grupe je za oko 0.5 jedinica visa. Tyr84 igra trostruku
ulogu, jer povecava nukleofilnost tiolata Cys34, doprinosi relativno velikom redoks-potencijalu i
simultano ogranic¢ava pristup drugim molekulima do Cys34 HSA, stabiliSu¢im efektom Tyr84-

OH---S-Cys34 vodoni¢ne veze.
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2.5.4. Primena komercijalnih preparata HSA

lako je antioksidativna uloga HSA nesumljivo dokazana, kao i njen znacajan doprinos
ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti plazme (Anraku, 2013; Turell, 2013) dodavanje
komercijalnih HSA preparata pri infuziji, u situacijama kada dolazi do smanjenja zapremine krvi,

ili sepse, ili insuficijencije jetre, su u nekim studijama pokazala pozitivan efekat (Taverna, 2013).

Da bi se pojasnili pokazani pozitivni efekti HSA, izgleda da je od najveéeg znacaja
antioksidativna uloga HSA (odnosno preparata HSA), ¢emu u prilog ide i centralna uloga
oksidativnog stresa u patologijama kao $to je sepsa ili insuficijencija jetre (Quinlan, 1998). U
komercijalnim preparatima HSA zastupljeni su mesoviti disulfidi (HSA-S-S-R;), glikozilovani i
nitrozilovani HSA, kao i dimeri HSA (Jovanovi¢, 2013; Pavicevi¢, 2014). Uocena heterogenost
preparata moze biti razlog zbog koga su dobijeni razli¢iti rezultati pri dodavanju HSA u
infuzione rastvore. Jo$ uvek je nejasno da li administracija komercijalnih HSA preparata, koji su
znacajno oksidovani, povecéava ili smanjuje oksidativni stres kod obolelih (Taverna, 2013). Kako
povecana koncentracija oksidovanog oblika HSA vodi promenama u antioksidativnoj
funkcionalnosti HSA, razvoj pouzdane metode kojom bi se odredio kvalitativni i kvantitiativni

sastav komercijalnih preparata HSA je od kriti¢ne vaznosti za njihovu klini¢ku upotrebu.
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3. MATERIJALI Il METODE



3.1. Hemikalije

Sve hemikalije primenjene u ovom radu bile su p.a. ¢istoce:

Kalijum-natrijum-tartarat, natrijum-hidroksid, bakar(Il)-sulfat-pentahidrat, kalijum-jodid,
DTNB (5.5'-ditiobis-(2-nitrobenzoeva kiselina), standardi masnih kiselina: 13:0, 18:0,
PUFA-2 mix, 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (BHT), enterolakton (EL), enterodiol (ED),
ferulinska kiselina (FE), galna kiselina, 2,2’-azino-bis-3-etilbenztiazolin-6-sulfonska
kiselina  (ABTYS), 1,1-difenil-2-pikrilhidrazin =~ (DPPH)-radikal, = 2,2-azobis(2-
amidinopropan)-dihidrohlorid (AAPH), Folin Ciocalteu (FC) reagens (Sigma Chemicals,
St. Louis);

Hloroform, metanol, petroletar (frakcija 40 do 60 °C), n-heksan, natrijum-sulfat,
sumporna kiselina, sir¢etna kiselina (Centrohem, Stara Pazova);

natrijum-hidrogen fosfat, natrijum-dihidrogen-fosfat, fosforna kiselina, ditiotreitol (DTT),
dimetil-sulfoksid (DMSO), trihlor siréetna kiselina (TCA), amonijum-molibdat,
amonijum-vanadat, azotna kiselina, vodonik-peroksid (Merck, Darmstadt);

20 % rastvor HSA je nabavljen od Baxter-a, Be¢, Austrija. Ovaj preparat, namenjen je za
klini¢ku upotrebu, obicno sadrzi ~ 0,4 mol —SH/mol HSA;

TRIS (tris-(hidroksimetil)-aminometan) proizvodaca (ICN, Galenika, Beograd).

3.2. Aparati koriSceni pri radu

U radu je koriS¢ena sledeca oprema:

centrifuge Tehtnica LC 320 i Ependorf MiniSpin®, pH metar Radiometar PHM 26, susnica

Instrumentaria ST 05, centrikoni za ultrafiltraciju (Amicon Ultra—15, Millipore, Carrigtwohill,

Ireland), vodeno kupatilo NeoMedica, automatske pipete Brand, tehnicka vaga Chyo MK 500C,

magnetna mesSalica Labortechnik i vorteks Tehtnica EF 102, spektrofotometar Shimadzu UV

1800 spektrofotometar (Kyoto, Japan), spektrofluorimetar Fluoromax-4 Jobin Yvon (Horiba

Scientific, Japan), i gasni hromatograf Shimazu GC 2014 (Kyoto, Japan).
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3.3. Metode

3.3.1. Estrakcija ukupnih lipida modifikanom metodom po Folch-u

Ukupni lipidi seruma i semenki lana, susama i golice estahuju se smeSom organskih
rastvaraca hloroform/metanol 2:1 (v/v).U ovoj modifikaciji Folch-ove metode, lipidi seruma
ekstrahovani su sa smanjenom zapreminom hloroform/metanola 2:1 (v/v) u odnosu na originalnu,
metodu po Folch-u (1957), dodajuéi rastvara¢ u tri porcije i potom bez centrifugiranja sloja

proteina ekstrakt preciS¢en filtriranjem kroz sloj natrijum-sulfata (Mpagi, 2000).

Postupak: U 1mL seruma ili 1g semenki tri puta se dodaje po 3mL smese hloroform/metanol 2:1
(v/v). Posle svakog dodavanja rastvaraca smesa se izmucka na Vorteksu 2 minuta i potom
dobiveni ekstrakt filtrira kroz sloj od 2 g natrijum-sulfata, kojim je napunjema staklena kolona

zapremine 3ml.
3.3.2. Razdvajanje klasa lipida tankoslojnom hromatografijom

a) Izolovanje fosfolipidne frakcije seruma

Fosfolipidi seruma izolovani su jednodimenzionalnom tankoslojnom hromatografijom
(TLC) na silika-gelu GH, debljine 0.5 mm. Totalni lipidni ekstrakt iz ImL seruma nanosi se na
ploc¢u u vidu linije duzine 3 cm, na visini 2 cm od donje ivice ploce, koja je prethodno aktivirana
na 110 °C u toku 1 sata. Kao sistem za razvijanje koriS¢ena je smeSa petroletar (frakcija 40 do 60
°C)/dietiletar/sir¢etna kiselina (87:12:1 v/v/v). Razdvojene frakcije lipida identifikuju se pod UV
lampom (Risti¢, 1991).

b) Analiza frakcija fosfolipida metanolnih ekstrakata obezmascéenih semenki

Zastupljenost frakcija lipida u metanolnim ekstraktima obezmascéenih semenki ispitivana je
jednodimenzionalnom HP-TLC na komercijalnim plo¢ama debljine 0.2 mm (Macherey Nagel,
Germany) u sistemu razvijaca, koji je primenjen i pri izolovanju fosfolipida seruma. Uzorci su
nanos$eni na plo¢e u vidu linije duzine 1 c¢cm na visini 2cm od donje ivice poloCe. Razdvojene
frakcije lipida identifikuju se bojenjem ploce parama joda, a njihovi intenziteti odredivani su

posle skeniranja plo¢a, u programu dostupnom on-line (www. justquantify.com).
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3.3.3. Hidroliza lipida i derivatizacija masnih Kiselina

Masne kiseline se oslobode hidrolizom ukupnih lipida ispitivanih semenki, lipida
obezmas¢enih semenki (ekstrahovanih metanolom) i1 fosfolipidne frakcije seruma pacijenata na
hemodijalizi, a potom se direktno esterifikuju metanolom, metodom transesterifikacije

modifikovanom od strane Christopherson i Glass-a (1969).

Postupak: Ukupni lipidni ekstrakti semenki upare se do suva u struji azota, pre metilacije, dok se
frakcija fosfolida seruma sastruze sa TLC ploce. Doda se 2.0 mL n-heksana i promuc¢ka. Potom
se doda 0.2 mL 2M NaOH u metanolu. Epruvete se ostave u termostatu na 85 °C u toku jednog
sata. Potom se doda 0.2 mL 1M H,SO4 u metanolu i epruvete termostatiraju tokom dva sata na 85
°C. Nakon hladenja, smeSa se centrifugira na 3000 obrtaja/min. Odvojeni heksanski sloj upari se

do suva u struji azota.

3.3.4. Analiza metil-estara masnih kiselina gasno-te¢nom hromatografijom

Metil-estri masnih kiselina razdvajani su na gasnom hromatografu Shimazu GC 2014
(Kyoto, Japan), koji je opremljen sa plameno-jonizacionim detektorom i kapilarnom kolonom
Restek-2330 (polietilenglikolna stacionarna faza), duzine 60 m i pre¢nika 0.20 mm ID. Uzorak
metil-estara masnih kiselina, neposredno pre analize, rastvora se u odgovarajucoj zapremini
heksana i1 od toga 0.5 do 1 pL se injektuje u kolonu. Protok noseceg gasa (helijuma) je 11
mL/min. Protok vazduha sa zatvorenim MAKE UP-om je 500 mL/min, a vodonika 50 mL/min.
Hromatograf je povezan sa kompjuterom, koji putem programa Lab Solutions obraduje podatke
razdvajanja. Pojedinacne masne kiseline identifikovane su uporedivanjem retencionih vremena
pikova uzorka sa retencionim vremenima standarda masnih kiselina (PUFA-2 mix, Supelco)
(Slika 15). Kvantifikacija masnih kiselina je uradena uporedivanjem integraljenih povrSina
pikova svih metil-estara masnih kiselina sa povrSinom inertnog standarda (masne kiseline 13:0)

poznate koncentracije.
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Slika 15. Tipic¢an GLC hromatogram masnih kiselina fosfolipida seruma

3.3.5. Priprema metanolnih ekstrakata obezmas¢enih semenki lana, susama i
golice

a) Obezmascivanje semenki lana, susama i golice

Postupak: Semenke lana, susama i golice samlevene su mlinom za kafu i potom su
obezmasS¢ene dodatkom n-heksana (1:6 w/v), stajanjem na sobnoj temperaturi u toku 16 h
(Gaafar, 2013). Posle filtriranja na Bihnerovom levku, pod vakuum-om, obezmas¢eni ostatak

semenki je suSen na vazduhu u toku 18 h, i ¢uvan na -20 °C.

b) Priprema metanolnih ekstrakata obezmascéenih semenki lana, susama i golice

Postupak: Metanolni ekstrakti obezmasS¢enih semenki pripremljeni su modifikovanom
metodom Bartheta i saradnika (2014). Obezmasc¢ene semenke lana, susama i golice (10 g)
estrahovane su sa 200 mL metanola, u toku 1 h na sobnoj temperaturi, uz mesanje na magnetnoj
mesalici. SmeSa se potom filtrira na Bihnerovom levku, filtrat se upari do suva na vakuum-

uparivacu, a ostatak re-ekstrahuje sa 200 mL metanola.
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3.3.6. Odredivanje sadrzaja fenolnih jedinjenja

Metoda za odredivanje sadrzaja ukupnih fenola zasniva se na reakciji izmedu FC reagensa
1 fenolnih jedinjenja, pri ¢emu nastaje obojeni kompleks sa maksimumom apsorbcije na 734 nm.
FC reagens predstavlja smeSu fosfomolibdenske 1 fosfovolframove kiseline. Redukcijom,

molibden i volfram prelaze u niZza oksidaciona stanja grade¢i molibdensko-plavo (Singleton,
1965).

Postupak: Koncentracija fenola u uzorcima odreduje se modifikovanim metodama Dewanto-a i
saradnika (2002) i Wolfe-a i saradnika (2003). Odmeri se 0.5 mL ddH,O, 0.125 mL uzorka (5
mg/mL u metanolu) 1 0.125 mL komercijalnog 2N FC reagensa. SmeS$a se inkubira 6 minuta na
sobnoj temperaturi. Potom se u smeSu doda 1.25 mL 7 % Na,COs 1 0.75 mL ddH,O. Nakon
inkubacije u trajanju od 90 min (u mraku), meri se apsorbanca na 760 nm. Koncentracija ukupnih
fenola je odredena pomocu standardne prave (y=0.00508x+0.01924, r=0.999) pripremljene od
galne kiseline (od 37.5 do 600 pg/mL). Sadrzaj ukupnih fenola je izraZen u jedinicama mg-

ekvivalenata galne kiseline.

3.3.7. Odredivanje antioksidativnog kapaciteta hladno-cedenih ulja i
metanolnih ekstrakata semenki

Za odredivanje antioksidativne aktivnosti namirnica najeS¢e se primenjuju
spektrofotometrijski DPPH 1 ABTS test. Glavni nedostatak ovih testova je to Sto se zasnivaju na

sinteti€¢kim radikalima, koji nisu prisutni u organizmu.

3.3.7.1. DPPH test

DPPH radikal je komercijalno dostupan azotni, dugoziveci radikal, tamno-ljubicaste boje
(Slika 16). Pri redukciji DPPH radikala, u prisustvu antioksidanasa, gradi se hidrazin (jedinjenje
zute boje), Sto omogucéava merenje apsorbanci u opsegu talasnih duzina od 515 do 528 nm.
DPPH radikal se rastvara u organskim rastvara¢ima, pa je upotrebu DPPH testa ograniena za

hidrofobne antioksidanse.
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Slika 16. Struktura DPPH radikala

DPPH testom odredivan je antioksidativni kapacitet hladno-cedenih ulja i metanolnih

ekstrakata obezmascenih semenki lana, susama i golice.

a) Odredivanje antioksidativnog kapaciteta hladno-cedenih ulja

Postupak: Za odredivanje antioksidativnog kapaciteta hladno-cedenih ulja pripremljen je 1 mM
rastvor DPPH radikala u etil-acetatu (Espin, 2000). Pripremljena su razblaZenja hladno-cedenih
ulja u etil-acetatu (1:10) i odmeravano je po 50 pL ovih rastvora i meSano sa 950 uL. DPPH
reagensa. Pracena je promena (smanjenje) apsorbance na 517 nm smese ulja i DPPH u odnosu na

slepu probu.

Istovremeno, pripremljeni su i metanol/vodeni ekstrakti ulja 60:40 (v/v) (Pirisi, 1997).
Odmereno je 2 g ispitivanog ulja, 1 mL n-heksana i 2 mL smeSe rastvarac¢a metanol/voda 60:40
(v/v) 1 dobijena smes$a je intenzivno promeSana na Vorteksu. Centrifugiranjem na 3000 g, u
trajanju od 3 minuta, odvojeni su slojevi. Donji metanolno/vodeni sloj 60:40 (v/v) je prebacen u
drugu epruvetu, dodato je ponovo 2 mL smeSe rastvaraca metanol/voda 60:40 (v/v) u n-heksanski
rastvor ulja i cela procedura ponovljena je jos dva puta. Kombinovani metanol-vodeni ekstrakti
ulja su isprani sa n-heksanom (1 mL), upareni do suva, rastvoreni u metanolu, pa je i u njima

analizirana antioksidativna aktivnost DPPH testom. Rezultati su izraZzeni kao:
% lnhlbICIJG DPPH= (Auzorka_ Aslepe probe)/ Aslepe probe

b) Odredivanje antioksidativnog kapaciteta metanolnih ekstrakata obezmascéenih

semenki lana, susama i golice

Antioksidativni kapacitet metanolnih ekstrakata obezmas¢enih semenki lana, susama i1 golice

odreden je metodom opisanom u litaraturi ( Brand-Williams, 1995; Kim, 2002).
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Postupak: Apsorbancija | mM DPPH radikala u metanolu doterana je na vrednost 0.650 + 0.020
dodavanjem metanola. Suvi ostatak metanolnih ekstrakata obezma$¢enih semenki, rastvoren je u
DMSO-u (50 mg/mL), razblazen 10 puta metanolom do finalne koncentracije uzoraka od 5
mg/mL. Potom je 50 uL uzorka dodato u 950 uL. DPPH reagensa i dobijeni rastvor je inkubiran u
mraku 30 min. Zbog fotosenzitivnosti DPPH radikala, epruvete su bile obavijene
aluminijumskom folijom. Izracunato je smanjenje apsorbancije na 517 nm uzorka u odnosu na

slepu probu.

¢) Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativnog kapaciteta DPPH testom

Dodatkom metanola u 1 mM rastvor DPPH radikala u metanolu doterana je vrednost
apsorbance na 0.650 + 0.020. Standardna serija rastvora Trolox-a (25, 50, 100, 200, 400 uM u
metanolu), je iskoriS¢ena za konstruisanje kalibracione prave. Prac¢eno je smanjenje apsorbance
na 517 nm nakon dodavanja 50 pL rastvora Trolox-a u 950 uL. DPPH reagensa u odnosu na slepu
probu. Rezultati antioksidativnog kapaciteta hladno-cedenih ulja, metanol/vodenih 60:40 (v/v)

ekstrakata hladno-cedenih ulja i semenki izrazeni su u uM Trolox ekvivalenata (TE).

3.3.7.2. ABTS test

U ABTS testu se u prvom koraku generiSe zeleno/plavo obojeni ABTS ™ katjon-radikal,

koji se redukuje u prisustvu antioksidanasa i prati se smanjenje apsorbancije na 734 nm.

Slika 17. Struktura ABTS-a

Postupak: ABTS testom odredivan je antioksidativni kapacitet metanolnih ekstrakata

obezmaS¢enih semenki (finalna koncentracija uzoraka 5 mg/mL) metodom van der Berg-a i
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saradnika (1999), koja je modifikovana od strane Kim i saradnika (2003). Smesa rastvora 2.5 mM
ABTS-ai 1 mM AAPH u 10 mM fosfatnom puferu pH 7.4 zagreva se se na vodenom kupatilu
(na 68 °C) u toku 40 minuta. Nagradeni plavo/zeleni rastvor ABTS " katjon-radikala ohladi se do
sobne temperature i filtrira. Apsorbanca rastvora ABTS na 734 nm podesi se na 0.650 = 0.020
fosfatnim puferom pH 7.4. U 980 uL rastvora ABTS " katjon-radikala doda se 20 pL uzorka ili
standarda, promesa se i nakon inkubiranja 10 minuta na 37 °C, izmeri se apsorbanca na 734 nm, i
izracuna smanjenje apsorbance u odnosu na slepu probu. Standardna serija rastvora Trolox-a (25,
50, 100, 200, 400 i 800 uM u metanolu), je iskoriS¢ena za konstruisanje kalibracione prave.

Rezultati su izrazeni u pM Trolox ekvivalenata (TE).

3.3.8. Izbor pacijenata sa hronicnom bubreZnom insuficijencijom, na
programu hemodijalize, za suplementaciju ishrane

U studiju je ukljuc¢eno 30 pacijenata sa hroni¢nom bubreznom insuficijencijom (slabos¢u), na
programu hemodijalize Odeljenja za nefrologiju Klinicko-bolni¢kog centra Zemun, koji su dali
saglasnost za uceS¢e u istrazivanju. Pribavljena je i odluka/saglasnost Etickog odbora Klini¢ko-
bolnic¢kog centra Zemun, za sprovodenje istrazivanja. Kriterijumi po kojima su pacijenti odabrani
za istrazivanja bili su:

-starosna dob (od 42 do 64 godina);

-pol ( oba pola 18 muskarca i 12 Zena);

-nutritivni status (samo dobar);

-program hemodijalize (3 puta nedeljno);

-trajanje hemodijalize (bar 6 meseci pre pocetka studije);

-BMI < 30 kg/m?;

-ne konzumiranje alkohola i cigareta

-ne koris¢enje hipolipemika, L-karnitina, beta-blokatora i vitamina B12 (bar tri meseca pre

pocetka studije.

Lekovi za hipertenziju prepisivani su pacijentima kada im je krvni pritisak pre dijalize bio >
160/90 mm Hg. Pacijenti su bila na njihovoj uobicajnoj ishrani, sa restrikcijom unosa natrijuma i

kalijuma.
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3.3.9. Suplementacija ishrane pacijenata sa hronicnom bubreZznom
insuficijencijom, na programu hemodijalize, smeSom semenki
lana/susamaj/golice

Tokom studije bolesnici su konzumirali 30 g smeSe samlevenih semenki
lana/susama/golice (18 g : 6 g : 6 g) koju su dodavali u 200 mL obranog mleka, kao vecemji

obrok u trajanju od 12 nedelja.

3.3.9.1. Anketni upitnik za uremijski pruritus

Uremijski pruritus se javlja kod 60 do 90 % pacijenata na programu hemodijalize.
Anketni upitnik (Peck, 1996; Prilog 1), koji se odnosio na prisustvo i frekvencu pojave pruritusa,

je ispunjavan na pocetku i kraju sprovedene studije suplementacije ishrane smeSom semenki.

3.3.10. Odredivanja biohemijskih parametara u serumu

3.3.10.1. Spektrofotometrijsko odredivanje sadrzaja ukupnih fosfolipida
seruma

Za odredivanje sadrzaja ukupnih fosfolipida seruma primenjena je metoda po Zilversmit-
u (Harth, 1978). Fosfolipidi seruma se taloze TCA 1 oksiduju do fosfata perhlornom kiselinom i
vodonik-peroksidom. U reakciji fosfata sa molibdatom i vanadatom, u prisustvu azotne kiseline,

stvara se obojeni kompleks.
Reagensi:

1.12MTCA

-19.6 g TCA rastvoriti u 100 mL destilovane vode.
2. Rastvor 1

- 0.2457 g amonijum-vanadata

- 1.94 mL azotne kiseline

Rastvoriti 1 dopuniti destilovanom vodom do 100 mL.
3. Rastvor 2

- 4.944 g amonijum-molibdata

- 6.66 mL sumporne kiseline

Pomesati 1 dodati destilovanu vodu do 100 mL.
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4. Standardni rastvor (5 mg % fosfor)
- 219.5 mg kalijum-dihidrogenfosfata, rastvoriti u 1000 mL destilovane vode.
Postupak: Fosfolipidi seruma se u prvom koraku istaloze: u 0.1 mL seruma doda se 2.0 mL 1.2
M TCA. SmeSa se promucka, ostavi da stoji 10 minuta na sobnoj temperaturi, a zatim
centrifugira na 3000 obrtaja/min u toku 15 minuta. Supernatant se odlije, a na talog se doda 0.5

mL 70 % perhlorne kiseline 1 0.2 mL 30 % vodonik-peroksida za mineralizaciju.

Za pripremu slepe probe odmeri se 0.5 mL 70 % perhlorne kiseline i 0.2 mL 30 %
vodonik-peroksida, a za standard 0.5 mL 70 % perhlome kiseline, 0.2 mL 30 % vodonik-
peroksida i 0.1 mL rastvora standarda fosfora. Uzorci se promeSaju i mineralizuju na pes¢anom

kupatilu u toku 12 do16 sati.

Kada se uzorci ohlade, dodaje se po 2 mL destilovane vode, 1 mL rastvora 1 i 1 mL
rastvora 2. Apsorbanca rastvora na 405 nm se meri naspram slepe probe. Sadrzaj fosfolipida (mg
% 1 mM) u uzorku se izracuna prema formulama:

mg % fosfolipida= Aanalize/ AstandardaX 125
mM fosfolipida= mg % fosfolipida x 0.01292

3.3.10.2. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije glukoze,
triacilglicerola, ukupnog i HDL-holesterola u serumu

Ispitanicima su uzimani uzorci krvi nataste, posle dvanaestocasovnog gladovanja. Serum
je izdvajan centrifugiranjem na 3000 obrtaja/min u toku 15 min na sobnoj temperaturi i ¢uvan na
temperaturi od +4 °C. U serumu su odredivane koncentracije glukoze, ukupnog holesterola,
HDL-holesterola 1 triglicerida. Koncentracija LDL-holesterola je izracunata po Friewald-ovoj

formuli.
3.3.10.2.1. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije glukoze

Glukoza se oksiduje uz prisustvo glukozo-oksidaze, izdvaja se vodonik-peroksid, koji

reaguje sa fenolom i amino-antipirinom i dobija se obojeni kompleks (Trinder, 1969).

Reagensi: Za odredivanje koncentracije glukoze koriSten je test Glucose ELITECH Diagnostic,

France.

Reagens 1
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- fosfatni pufer pH 7.40 (100 mM)

- fenol (10 mM)

Reagens 2

- glukozo-oksidaza (> 10000 U/L)

- peroksidaza (> 600 U/L)

- 4-aminoantipirin (270 uM)

Radni reagens priprema se meSanjem reagenasa 1 i 2 u odnosu 1:1.

Standardni rastvor

- glukoza (5.56 mM)

Postupak: Koncentracija glukoze odredivana je prema slede¢oj shemi:

Standard Uzorak Slepa proba
Radni reagens (mL) 1 1 1
Destilovana voda (mL) - - 0.01
Standard (mL) 0.01 -
Serum (mlL) - 0.01 -

Inkubacijana 37 °C, Sminuta

Merenje apsorbancije (A) na 500 nm naspram slepe probe

Izracunavanje sadrzaja glukoze:

Sadrzaj glukoze (mM) = Aanatize/ Astandarda X Cstandarda (5.56 mM)

3.3.10.2.2. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije triacilglicerola u serumu

Triacilgliceroli se hidrolizuju uz prisustvo lipoprotein-lipaze, dobijeni glicerol se fosforiluje
uz pomo¢ ATP-a i glicerol-kinaze. Glicerol-3-fosfat se dalje enzimski (glicerol-3-fosfat-
oksidaza) oksiduje, pri ¢emu nastaje vodonik-peroksid. Vodonik-peroksid reaguje sa 4-

aminoantipirinom i p-hlorfenolom, u prisustvu peroksidaze, i gradi se obojeni kompleks
(McGowan, 1983).

Reagensi: Za odredivanje koncentracije triaciglicerola koriSten je test Triglycerides ELITECH

Diagnostic, France.
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Reagens 1

-Pipes pufer, pH 7.5 (50 mM)

-Mg”" (15 mM)

- ADPS (1 mM)
- Reagens 2

- ATP (0.3 mM)

- 4-aminoantipirin (0.7 mM)

- lipoprotein lipaza (> 1100U/L)

- glicerol-kinaza (> 800 U/L)

- glicerol-3-fosfat oksidaza (> 5000 U/L)

- peroksidaza (> 350 U/L).

Radni reagens priprema se rastvaranjem reagensa 2 u 250 mL reagensa 1.

- Standardni rastvor

- glicerol (2.28 mM)

Postupak: Koncentracija triacilglicerola u serumu odredivana je prema slede¢oj shemi:

Standard Uzorak Slepa proba
Radni reagens (mL) 1 1 1
Destilovana voda (mL) - - 0.01
Standardni rastvor (mL) 0.01 - -
Serum (mlL) - 0.01 -

Inkubacijana 37 °C, 5 minuta

Merenje apsorbancije (A) na 550 nm naspram slepe probe

Izracunavanje sadrzaja triacilglicerola:

Sadrzaj triacilglicerola (mM) = Aanalize/ Astandarda X Cstandarda

3.3.10.2.3. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije ukupnog holesterola

Sadrzaj ukupnog holesterola u serumu odredivan je metodom po Allian-u (Allian, 1974).

Inicijalna faza je reakcija hidrolize holesterol-estara, koju katalizuje holesterol-esteraza.
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Oslobodeni holesterol se enzimski oksiduje, u prisustvu holesterol-oksidaze, pri ¢emu se izdvaja
vodonik-peroksid. Vodonik-peroksid reaguje sa fenolom i 4-aminoantipirinom u prisustvu

peroksidaze i nastaje obojeni kompleks.

Reagensi: Za odredivanje koncentracije holesterola koriS¢en je komercijalno dostupan kit
Cholesterol ELITECH Diagnostic, France.
- Reagens 1
- Pipes pufer pH 6.90 (50 mM)
- fenol (24 mM)
- natrijum-holat (0.5 mM)
- Reagens 2
- 4-aminoantipirin (0.5 mM)
- holesterol-esteraza (> 180 U/L)
- holesterol-oksidaza (> 200 U/L)
- peroksidaza (> 1000 U/L)
- Standard
- holesterol 5.17 mM

Radni reagens priprema se rasvaranjem reagensa 1 u 250 mL reagensa 2.

Postupak: Koncentracija holesterola u serumu odredivana je prema slede¢oj shemi:

Standard Uzorak Slepa proba
Radni reagens (mL) 1 1 1
Destilovana voda (mL) - - 0.01
Standard (mL) 0.01 - -
Serum (mlL) - 0.01 -

Inkubacijana 37 °C, 5 minuta

Merenje apsorbancije (A) na 500 nm naspram slepe probe

Izracunavanje sadrzaja ukupnog holesterola:

Sadrzaj ukupnog holesterola (mM) = Aanalize/ Astandarda X Cstandarda
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3.3.10.2.4. Odredivanje koncentracije HDL-holesterola

Metoda za odredivanje HDL-holesterola zasniva se na talozenju lipoproteinskih Cestica
seruma (hilomikrona, lipoproteina veoma male gustine (VLDL), lipoproteina male gustine
(LDL)) pomoc¢u polianjonskih rastvora, pri ¢emu u supenatantu nakon centrifugiranja zaostaju
lipoproteini velike gustine (HDL). Holesterol lipoproteina velike gustine (HDL-holesterol) se

enzimski odreduje u supematantu (Lopez Virela, 1977).

Reagensi:

Reagens 1

- fosfovolframat (14 mM)
Reagens 2

- magnezijum-hlorid (1 mM)

Radni precipitacioni reagens se priprema mesanjem reagensa 1 1 2 u odnosu 1:2.

Standard

- holesterol (1.30 mM)

Postupak: U 0.5 mLseruma doda se 50 puL precipitacionog reagensa. Rastvor se promucka i
ostavi na temperaturi + 4 °C u toku 10 min, a zatim centrifugira na 3000 obrtaja/min 15 min.
Odvoji se supernatant za odredivanje HDL-holesterola. U supernatantu se koncentracija

holesterola odreduje prema metodi Aillin-a, prema slede¢oj shemi:

Standard Uzorak Slepa proba
Radni reagens (mL) 1 1 1
Destilovana voda (mL) - - 0.05
Standard (mL) 0.05 - -
Supernatant (mlL) - 0.05 -

Inkubacijana 37 °C, Sminuta

Merenje apsorbancije na 500 nm naspram slepe probe

Izracunavanje sadrzaja HDL-holesterola:

HDL-holesterol (mM) = Aunalize/ Astandarda X Cstandarda (1 30 mM)X Frazblaienja (1 . 1)
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3.3.10.2.5. Izra¢unavanje koncentracije LDL-holesterola
LDL holesterol se izratunava po Friewald-ovoj formuli (Friedwald, 1992):

LDL-holesterol (mM) = ukupni holesterol (mM) - HDL-holesterol (mM) — triacilgliceroli
(mM)/2.2

3.3.10.3. Odredivanje koncentracije insulina

Koncentracija insulina (nataste) odredivana je RIA metodom (Morgan, 1963) koris¢enjem

komercijalno dostupnog kita (INEP, Zemun).
3.3.10.3.1. Izracunavanje HOMA-IR vrednosti

HOMA-IR (homeostasis model assesment) vrednost izracunata je po formuli (Matthews,
1985):
HOMA-IR vrednost = koncentracija glukoze (mM) x insulin nataste (mU/mL)/22.5

3.3.10.4. Odredivanje koncentracije faktora inflamacije

Kod bolesnika sa hroni¢énom bubreZznom insuficijencijom na programu hemodijalize
odredivana je koncentracija faktora inflamacije: C-reaktivni protein (CRP), tumor nekroziz faktor
(TNF-0) i interleukin-6 (IL-6). Koncentracije IL-6 1 TNF-a su odredivane u duplikatu ELISA
metodom pomoc¢u komercijalno dostupnih kitova (Immunotech, Beckman Coulter, Fullerton, CA,
USA), a koncentracija CRP imunoturbidimetrijskom metodom kitom Olympus (LATEX) test na
Olympus AU 400 analizatoru (Olympus, PA, USA).

3.3.11. Spektrofotometrijsko odredivanje koncentracije proteina

Koncentracija ukupnih proteina u fazama izolovanja i modifikovanja HSA odredena je
Biuretskim reagensom (Robinson, 1940).
Reagensi:
Biuretski reagens:
- 4.5 g kalijum-natrijum-tartarata,

- 4 g natrijum- hidroksida,
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- 1.5 g bakar-sulfata pentahidrata,
- 2.5 g kalijum-jodida
Rastvoriti supstance u ddH,O, i dopuniti do 500 mL.

Postupak: 20 nL uzorka i 1 mL biuretskog reagensa se pomeSa u epruveti. Nakon 30 minuta
inkubiranja na 25 °C meri se apsorbanca na 546 nm naspram slepe probe reagensa. Dobijena
apsorbanca se potom koriguje za slepu probu uzorka. Koncentracija HSA se izraCunava pomocu
standardne prave (y=0.00517x + 0.00294, r=0.999) pripremljene sa rastvorima komercijalnog
HSA (koncentracija od 1 do 100 g/L). Odredivanja koncentracije proteina su radena u triplikatu.

3.3.12. Odredivanje koncentracije tiola Ellman-ovim reagensom

Sadrzaj slobode tiolne grupe HSA, odreden je spektrofotometrijski, modifikovanom
Ellmanovom metodom (Bulaj, 1998).
Reagensi:
- 1 MTrispH 8.0
- 2 mM DTNB reagens:
-7.92 mg DTNB,
- 68 mg natrijum-acetata
-ddH,O do 10 mL
- 0.1 M natrijum-fosfatni pufer pH 7.4

Postupak: U epruveti se pomesa 100 pL uzorka, 100 pL 1 M Tris pufera (pH 8.0) i 100 pL
DTNB reagensa, a zatim se smeSa dopuni sa ddH,O do 1 mL. Nakon inkubiranja u trajanju od 30
minuta na 25 °C, meri se apsorbancija na 412 nm, prema slepoj probi reagensa. Dobijena
apsorbanca se koriguje za apsorbancu uzorka. Koncentracija tiola je izraunata na osnovu
standardne prave (y=0.00136x-0.00935, r=0.999) snimljene sa rastvorima Cys (koncentracije od
0.001 do 1 mM). Sadrzaj slobodne tiolne grupe HSA u mol-SH/mol HSA. Sva odredivanja su

uradena u triplikatu.
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3.3.13. Odredivanje konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda

Za pracenje kinetike reakcije izmedu slobodne tiolne grupe HSA i DTNB- a i odredivanje
konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (k’), molarni odnos HSA i DTNB-a u inkubacionoj

smesi bio je 1:20.

Reagensi:
- 1M Tris pH 8.0
- 3.5 mM DTNB reagens
- 0.1M natrijum-fosfatni pufer pH 7.4

Postupak: Pre odredivanja k', za reakciju slobodne tiolne grupe HSA sa DTNB-om, svi uzorci
HSA su prethodno preinkubirani 30 minuta na 37 °C. U epruveti se pomesa 100 uL uzorka HSA
(0.25 mM) i 100 pL Tris pufera (1M, pH 8.0) sa 700 uL. ddH,O i potom se u reakcionu smesu
dodaje 100 puL 3.5 mM DTNB reagensa. U intervalima od 5 s (prvih 90 s), pa od 10 s (od 90 do
270 s) i potom od 30 s (od 270 do 1800 s), merena je apsorbanca prema slepoj probi reagensa na
37 °C. Linearizovanjem logaritma koncentracije slobodne tiolne grupe HSA u funkciji vremena
konstruiSe se prava linija ¢iji nagib predstavlja negativnu vrednost k’, za reakciju slobodne tiolne

grupe HSA sa DTNB-om.

3.3.14. Priprema uzoraka HSA za in vitro ispitivanja

U normalnim fizioloskim uslovima, kod zdravih osoba sadrzaj HSA-SH grupa je oko 70
do 80 %, a po molekulu HSA je vezano od 0.2 do 2 molekula masnih kiselina. Za potrebe in vitro
eksperimenata, komercijalni HSA je prethodno trebalo odmastiti, redukovati, i kontrolisano

zamastiti.

3.3.14.1. Redukcija komercijalnog HSA

Za potrebe in vitro eksperimenata u kojima sadrzaj HSA-SH grupa treba da bude oko 0.6
mol-SH/mol HSA (odgovara fizioloskim vrednostima), komercijalni HSA (sa sadrzajem HSA-
SH grupa oko 0.4 mol-SH/mol HSA) je redukovan sa DTT.

Postupak: Pre redukcije, potrebno je odrediti sadrzaj HSA-SH grupa u komercijalnom HSA.

Odgovarajuca kolicina HSA (2 mL, koncentracije 200 g/L) pomeSa se sa DTT u molarnom

52



odnosu 1:1 (molarni odnos oksidovanih tiol grupa u HSA : DTT). Smesa se inkubira 1 h na 37
°C, u 0.1 M natrijum-fosfatnom puferu, pH 7.4. Ultrafiltracijom koriS¢enjem centrikona
(Ultracel®-30K centrikon, Millipore, USA) visak DTT iz rastvora redukovanog HSA se ukloni
viSestukim ispiranjem sa 0.1 M natrijum-fosfatnim puferom pH 7.4. Redukovani HSA se potom

skoncentruje do oko 100 g/L.

3.3.14.2. Odmasc¢ivanje HSA

Komercijalni rastvor HSA sadrzi vezane FFA u odnosu FFA/HSA oko 0.5:1. Za potrebe
in vitro eksperimenata u kojima je koriS¢en odmasceni i1 kontrolisano zamasceni HSA,
komercijalni HSA je prethodno tretiran aktivnim ugljem u cilju pripremanja odmas¢enog HSA

(Chen, 1967).

Postupak: Komercijalni HSA (koncentracije 200 g/L) razblazi se 2 puta sa 0.1 M natrijum-
fosfatnim puferom pH 7.4. U razblazeni rastvor HSA, uz mesanje dodaje se 1.0 g aktivnog uglja
(sracunato na 10 mL komercijalnog nerazblazenog HSA) i pomo¢u 3 M HCI pH rastvora podesi
se na 3.0. ZakiSeljeni rastvor meSa se na ledu u trajanju od 1 h, a potom aktivni ugalj uklanja
centrifugiranjem 15 minuta na 6000 x g. Odvoji se supernatant i njegov pH podesi na 7.0 pomoc¢u
1 M NaOH. Odmas¢eni HSA ispira se sa 10 puta ve¢om zapreminom 0.1 M natrijum-fosfatnog
pufera (pH 7.4), i nakon ispiranja rastvor HSA skoncentruje ultrafiltracijom u centrikonu

(Ultracel®-30K centrikon, Millipore, USA) do oko 100 g/L.

3.3.14.3. Zamascivanje uzorka HSA

Za potrebe in vitro eksperimenata sa kontrolisano zamas¢enim HSA, u pripremljen
rastvor odmaséenog HSA sa sadrzajem HSA-SH grupa oko 0.65 mol-SH grupa/mol HSA dodat

je rastvor stearinske kiseline (50 mM) u metanolu.

Postupak: Odredi se koncentracija odmas¢enog HSA u rastvoru. Rastvor odmaséenog HSA
razblazi sa 0.1 M natrijum-fosfatnim puferom pH 7.4 do Zeljene koncentracije (mM) i prema njoj
se izracuna potrebna koli¢ina Stoka rastvora stearata (50 mM), koja se dodaje da bi molarni odnos
S/HSA bio 1:1, 2:1 odnosno 4:1. Odmeriti rastvor S, otkloniti organski rastvara¢ uparavanjem
pod strujom azota, a zatim dodati rastvor odmasé¢enog HSA. SmeSu inkubirati u tokom 90 minuta

na 37 °C na vodenom kupatilu. Nakon inkubacije, rastvor zamas¢enog HSA je upotrebljen za in
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vitro ispitivanja vezivanja FE, enterolignana (ED 1 EL) za HSA, snimanjem fluoroscentnih
spektara, za odredivanje k’ za reakciju Cys34 tiolne grupe kompleksa HSA (sa S, FE i
enterolignanima) i DTNB-a.

3.3.14.4. Pripremanje uzoraka HSA odredenog sadrzaja Cys34 tiolne grupa

Nakon primene postupka odmasé¢ivanja i/ili redukcije komercijanog HSA odreden je
sadrzaj slobodne tiolne grupe HSA. Za potrebe eksperimenata, u kojima sadrzaj slobodne tiolne
grupe HSA grupa treba da bude vec¢i od 0.4 mol-SH grupe/mol HSA (koliko obi¢no iznosi za
komercijalni HSA), pripremljeni su uzorci HSA sa sadrzajem slobodne tiolne grupe HSA od oko
0.6 do 0.7 mol-SH grupe/mol HSA meSanjem odgovaraju¢ih zapremina odmasc¢enog

redukovanog i neredukovani komercijalnog HSA.

3.3.15. Fluoroscentno-spektroskopska ispitivanja vezivanja liganada
za HSA

Za ispitivanje vezivanja FE 1 enterolignana (EL 1 ED) za HSA, kao i efekata
(kompetititivnih 1 kooperativnih) vezivanja masnih kiselina za HSA na vezivanje fenolnih
jedinjenja, koriS¢ena je metoda fluorescentne spektroskopije.

Fluorescentni spektri HSA su snimljeni na spektrofluorimetru Fluoromax-4 Jobin Yvon
(Horiba Scientific, Japan). Finalni emisioni spektri 0.5 uM HSA (odmasc¢eni HSA, kompleksi
S/HSA 1:1, S/HSA 4:1) predstavljeni su kao srednja vrednost dva skeniranja u kvarcnoj kiveti
duzine lcm, uz $irinu slita 5 nm, uz korekciju dobijenih spektara za odgovarajucu slepu probu
(pufer + ligand: FE, EL, ED).

Rastvori odmas¢enog HSA, S/HSA 1:1 i S/HSA 4:1 su pripremani uvek svezi,
razblazivanjem $tok rastvora HSA (0.25 mM u 100 mM natrijum-fosfatnom puferu) sa 100 mM
natrijum-fosfatnim puferom pH 7.4 i FE, EL, ED (25 mM rastvor u DMSO-u) do finalnih
koncentracija 0.5 uM HSA i 100 uM FE, EL, ED u svim eksperimentima. Alikvoti 100 pM
rastvora liganada (FE, EL, ED) su dodavani u 2.5 mL 0.5 uM rastvora HSA, tako da su finalne
koncentracije liganada bile: 0.125, 0.25, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 1 2.5 pM. Talasna duzina ekscitacije
bila je 280 nm, a emisioni spektri su snimani na 25 °C (za FE) 1 37 °C (za FE, EL, ED).
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Kako ligandi mogu apsorbovati energiju i na talasnim duZininama ekscitacije i emisije
HSA, da bi se prevazisao tkz. ,,inner- filter* efekat, izmerene su apsorbance ispitivanih liganada
(FE, EL, ED) (pomocu spektrofotometra Shimadzu UV 1800, Japan) i intenziteti fluorescencije
su korigovani prema jednacini 1 (van der Veert, 2011):
Fe= Fux 1097 o ™ o (1
gde je Fu izmeren intenzitet emisije fluorescencije, Fc je korigovan intenzitet fluorescencije, koji
bi bio izmeren da nema ,inner- filter efekta, dex 1 dem Su duzine celije za merenje u pravcu
ekscitacije 1 emisije (lcm), Aex 1 Aem Su apsopbance liganada izmerene na talasnoj duzini

ekscitacije i talasnoj duzini maksimuma emisinog spektra (340nm).

Konstante gasenja intenziteta fluorescenije kompleksa HSA sa FE i enterolignanima su

odredene koris¢enjem Stern-Volmer-ove jednacine (2):

Fo/F=1+k1o[Q]=1+K¢ [Q] 2)

gde Fyi F su intenziteti fluorescencije HSA na 340 nm, pre i posle dodatka liganada (FE, EL,
ED), K, je Stern-Volmer-ova konstanta gaSenja fluorescencije, kq predstavlja konstantu brzine
gasenja fluorescencije, 1o je poluzivot fluorofore i [Q] koncentracija liganda, koji dovodi do

smanjenja intenziteta fluorescencije (Lakovicz, 2006).

Konstante statiCkog vezivanja izraCunate su pomocu modifikovane Stern-Volmerove

formule prikazane jednacinom 3 (Lakovicz, 2006):
Fo/ AF=1/f+1/[Q1*1/f.Ka 3)

u kojoj je Fo predstavlja intenzitet fluorescencije HSA na 340 nm pre dodatka liganda, AF je
promena intenziteta fluorescence usled dodatka liganda, f, efikasnost gaSenja fluofore, [Q]
koncentracija liganda, koji dovodi do smanjenja intenziteta fluorescencije i Ka konstanta

statickog vezivanja liganda za HSA.

Za izracunavanje konstante vezivanja (K,) 1 broja vezuju¢ih mesta (n) na molekulu HSA

koriS¢ena je jednacina 4 (Bi, 2001):
log (Fo-F)/F=-n log (1/([Q]-[P]x(Fo-F)/F)+n log K, 4)
gde su [Q] i [P] ukupne koncentracije liganada i proteina (odmaséeni HSA, S/HSA 1:114:1).
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Za odredivanje mesta vezivanja enterolignana kori§¢en je diazepam, kao marker vezivanja
za vezuju¢e mesto II. U tu svrhu, 2.5 mL 0.5 pM rastvora kompleksa HSA-EL ili HSA-ED
titrovani su sa 100 uM diazepanom (sveze pripremljen razblazivanjem 50 mM Stok rastvora u
DMSO-u sa 100 mM natrijum-fosfatnim puferom, pH 7.4) i finalna koncentracija diazepama je

bila od 0 do1.5 uM, uz porast koncentracije za 0.125 pM.

3. 4. Statisticka obrada rezultata

Svi rezultati su izraZeni kao srednja vrednost = SD. Pre statistiCke analize podataka,
normalnost distribucije podataka ispitana je Shapiro-Wilks-ovim testom. Razlike u srednjim
vrednostima parametara analizirane su Studentovim #-testom (spareni i nesparenim). Pirsonovi
koeficijenti varijacije su izracunati kada je korelacionom analizom ispitivan odnos izmedu
varijabli. Razlike su smatrane statisticki znacajnim kada je p<0.05. Za statisticku obradu rezultata

koriS¢en je program Origin Lab 8.0 (Origin Corporation, USA).
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4. REZULTATI I DISKUS1JA



4.1. Masnokiselinski sastav lipida semenki lana, susama i golice

Biljna ulja predstavljaju znacajne dijetarne izvore PUFA, ali istovremeno postoje velike
razlike u njihovim masnokiselinskim profilima, koji odreduju njihov efekat na zdravlje.
Masnokiselinski sastav ulja semenki lana, susama i golice odredivani su u uzorcima semenki
posle ekstrakcije ukupnih lipida po Folch-ovoj proceduri (Materijali i metode, 3.3.1). Tipicni
hromatogrami GC analize metil-estara masnih kiselina navedenih semenki prikazani su na Slici

18. i izmedu njih postoje uocljive razlike.

50000

9810

a) b)
Legenda:
1 -13:0 (dodat interni standard)
""""" 2- BHT (dodat antioksidans)
7 3-16:0
4-16:1n-7
x 5-18:0
6-18:1n-9
7-18:2n-6
8-18:3n-3
B 9-20:0
10-20:1n-9

4 98 10

c)

Slika 18. Hromatogrami dobijeni GC analizom metil-estara masnih kiselina lipidnih

ekstrakata semenki: a) lana, b) susama i c) golice.
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Analiza lipidnih ekstrakata lana potvrduje da lan predstavlja znacajan dijetamni izvor ALA
(sadrzaj u estrahovanim lipidima semenki lana iznosi 50.38 %, Tabela 3), dok je u lipidima
susama i golice zastupljenost ove kiseline niska (0.38 % 1 0.27 %, redom) (Tabela 4, 5). Po
Eurodiet preporukama za unos lipida, odgovaraju¢i dnevni unos ALA je 2 g (Eurodiet, 1994).
Ova koli¢ina se moze obezbediti dnevnim konzumiranjem oko 4 mL hladno cedenog ulja lana,

odnosno oko 10 g semenki lana.

Tabela 3. Masnokiselinski sastav lipidnih ekstrakata semenki lana.

SadrZaj masnih Kiselina
Masna kiselina

mg/100 g semenki g/100 g lipida

14:0 - -

16:0 3007291 6.70+0.30

18:0 2580+160 5.85+0.34

20:0 - -

SFA 5536+380 12.56+0.64
16:1n-7 40+10 0.09+0.01
18:1n-7 - -
18:1n-9 95214485 21.61£1.49
20:1n-9 - -
MUFA 9561+496 21.70+1.47
18:2n-6 6758+206 15.36+1.37
18:3 n-3 2237744205 50.38+3.48

n-6 PUFA 6758+206 15.36£1.37
n-3 PUFA 2237744205 50.38+3.48
Ukupno 44286+5359 -
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Analiza masnokiselinskih profila semenki lana dostupnog na nasem trzistu (Tabela 3)
pokazuju dobro slaganje sa literaturnim podacima, prikazanim u preglednom radu o
masnokiselinskim profilima biljnih ulja Dubois i saradnika (2007), prema kojima je sadrzaj SFA
10 %, MUFA 18.5 %, n-6 PUFA 16.8 %, a n-3 PUFA 55.0 % (Slika 19).
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Slika 19. Poredenje dobijenih rezultata (plava+crvena boja; srednja vrednost =+ 2 SD %) za
masnokiselinske profile semenki lana sa podacima Dubois-a i saradnika (zelena
boja).

Rezultati analize masnokiselinskih profila lipidnih ekstrakata semenki susama pokazuju
da susam predstavlja znacajan dijetarni izvor LA (43.98 %), ali je i sadrzaj OA visok (39.48 %)
(Tabela 4). Dobijeni masnokiselinksi profil pokazuje dobro slaganje sa literaturnim podacima po
kojima je zastupljenost SFA 15.7 %, MUFA 40.1 %, n-6 PUFA 453 % i n-3 PUFA 0.4 %
(Dubois, 2007) (Slika 20).
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Tabela 4. Masnokiselinski sastav lipidnih ekstrakata semenki susama.

Sadrzaj masnih kiselina
Masna kiselina

mg/100 g semenki g/100 g lipida

14:0 - -
16:0 50244279 10.00+0.08
18:0 2640+129 5.254+0.06
20:0 276£17 0.55+0.01
SFA 7940+424 15.80+0.15
16:1n-7 6645 0.13+0.01
18:1n-7 - -
18:1n-9 7940+424 39.48+0.22
20:1n-9 117+£34 0.23+0.06
MUFA 20027+1195 39.84+0.23
18:2n-6 221061211 43.98+0.30
18:3 n-3 188+37 0.38+0.10
n-6 PUFA 22106+1211 43.98+0.30
n-3 PUFA 188+37 0.38+0.10
Ukupno 50261£2777

60



I
«

I
o

w
w

w
o

N
(9]

N
o

[EEY
(%2}
I

sadrzaj masnih kiselina (%)

=
o
I

w
1

il

MUFA  n-6 PUFA n-3 PUFA MUFA  n-6 PUFA n-3 PUFA

Slika 20.  Poredenje masnokiselinskog sastava (plava-+crvena boja; srednja vrednost £ 2 SD
%) lipidnih ekstrakata analiziranih uzoraka semenki susama sa literaturno

dostupnim podacima Dubois-a i saradnika (zelena boja).

Dve najzastupljenje masne kiseline u lipidima semenki golice su OA (37.66 £ 0.16 g/100
g lipida) i LA (43.28 + 0.33 g/100 g lipida). PA i S su takode prisutne u znacajnom iznosu (12.09
+0.0916.11 £0.06 g/100g lipida) (Tabela 5). Dobijeni rezultati su u saglasnosti sa objavljenim
rezultatima za hladnocedena ulja dobijena iz razli¢itih vrsta semenki golice, koja je bila uzgajana
u Srbiji (Rabrenovi¢, 2014). Rabrenovi¢ i saradnici pokazali su da je sadrzaj OA bio 37.1 1 39.2
g/100 g (srednja vrednost 38.15 g/100 g), a LA 41.7 1 44.5 g/100g (srednja vrednost 38.15g/100

g) u uljima dobijenim cedenjem semenki golice bez otklanjanja omotaca sa semenki (Slika 21).
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Tabela 5. Masnokiselinski sastavi lipidnih ekstrakata semenki golice.

Sadrzaj masnih kiselina
Masna kiselina

mg/100 g semenki g/100 g lipida

14:0 - -
16:0 49484268 12.09+0.09
18:0 2462+147 6.11+0.06
20:0 15617 0.39+0.03
SFA 7565+429 18.79+0.16
16:1n-7 5249 0.13+0.02
18:1n-7 - -
18:1n-9 15058+817 37.40+0.18
20:1n-9 52+8 0.13+0.02
MUFA 15163+822 37.66+0.16
18:2n-6 17420+770 43.28+0.33
18:3 n-3 109+£55 0.27+0.13
n-6 PUFA 17420+770 43.28+0.33
n-3 PUFA 109+£55 0.27+0.13
Ukupno 4025612031
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Slika 21.  Poredenje dobijenih rezultata (plava+crvena boja; srednja vrednost + 2SD %) za
masnokiselinske profile semenki lana sa literaturno dostupnim podacima

Rabrenovié i saradnika (zelena boja).

4.2. Analiza masnoKkiselinskih profila i klasa lipida u metanolnim

ekstrakatima obezmascenih semenki lana, susama i golice

Pre pripreme metanolnih ekstrakata bogatih polifenolima, semenke lana, susama i golice
su obezmaSéene n-heksanom (Materijali 1 metode, 3.3.5.a). Sadrzaj lipida i masnokiselinski
profili metanolnih ekstrakata obezmas¢enih semenki (suvog ostatka posle uparavanja metanola
do suva), odredivani u cilju prac¢enja efikasnosti obezmas$¢ivanja, prikazani su u Tabeli 6.
Uocljive su velike razlike u profilima masnih kiselina. Rezultati za ukupan sadrzaj lipida (mg),
koji je dobijen iz 100 g obezmaS¢enih semenki pri ekstrakciji metanolom, pokazali su da je
najveci sadrzaj lipida ekstrahovan iz susama (1696 mg/100 g obezmas¢enih semenki), zatim iz
lana (1001 mg/100 g obezmaséenih semenki), a najmanji sadrzaj iz golice (870 mg/100 g).
Sadrzaj zaostalih lipida posle odmas¢ivanja semenki n-heksanom (od 2.2 do 3.4 %) pokazuje da

je odmasc¢ivanje semenki bilo efikasno.
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Tabela 6. Masnoliselinski profili metanolnih ekstrakata obezmas$éenih semenki lana,

susama i golice.

Lan Susam Golica
Masna kiselina g/100g lipida g/100g lipida g/100g lipida

14:0 1.42+0.48 0.48+0.39 5.21+0.49

16:0 10.11+0.22 13.30+0.01 25.68+1.65

18:0 4.07+0.06 6.23+0.05 9.08+0.66

20:0 - 0.739+0.001 -

SFA 15.60+0.76 20.75+0.47 39.98+1.83
16:1n-7 - - -
18:1n-7 1.63+0.08 - 1.700+0.003
18:1n-9 20.01+0.12 36.14+0.24 22.53+0.15
20:1n-9 - 0.167+0.004 -
MUFA 21.64+0.04 36.31+0.24 24.24+0.15
18:2n-6 19.078+0.003 49.93+0.20 35.78+1.98
18:3 n-3 43.68+0.81 0.99+0.01 -

Ukupno (mg lipida/100g 1001 1696 870
obezmasc¢enih semenki)
% u odnosu na ukupne 23 3.4 79

lipide

Najzastupljenije masne kiseline u metanolnom ekstraktu su, kao i u masnokiselinskim
profilima neodmaséenih semenki lana, PA, S, OA i LA, kao i ALA (Slika 5). Zastupljenost ALA
je najveca (43.68 = 0.81 g/100 g lipida), a zatim slede OA (20.01 + 0.12 g/100 g lipida) i LA

(19.078 £+ 0.003 g/100 g lipida). Analizom metanolnog ekstrakta susama utvrdeno je da su
najzastupljenije LA sa 49.93 + 0.20 i OA sa 36.14 £ 0.24 g/100 g lipida. Za seme golice u
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metanolnim ekstraktima najzastupljenije su bile LA sa 35.78 = 1.98, PA sa 25.68 + 1.65 1 OA sa
22.53 £0.15 g/100 g lipida (Slika 22, Tabela 6).

5 .
4 i
3 i
2 i
1 i
0 1IO 2IO 3IO 4IO 5I0
sadrzaj masnih kiselina (%)

Slika 22. Masnokiselinski profili lipida metanolnih ekstrakata obezmaséenih semenki (1-
palmitinska, 2-stearinska, 3-oleinska, 4-linolna, 5-linolenska; plava-ekstrakt

lana, crvena-ekstrakt susama, zelena- ekstrakt golice).

Dobijeni masnokiselinski profili lipida metanolih ekstrakata obezmas¢enih semenki
uporedeni su sa masnokiselinskim profilima ukupnih lipidnih ekstrakata semenki (Tabele 3, 4, 5)
1 prikazani su na Slici 23. Rezultati pokazuju razlike u masnokiselinskim sastavima, koje su
najviSe izrazene za semenke golice. Sadrzaj SFA je ve¢i u svim ispitivanim metanolim
ekstraktima obezmascenih semenki u odnosu na ukupne lipide semenki, a MUFA manji. Kada su
u pitanju PUFA, sadrZaj LA u metanolim ekstraktima obezmaS¢enih semenki lana i susama raste
u odnosu na lipide semenki, dok kod golice opada. Sa druge strane, sadrzaj ALA opada kod lana i

golice, a raste kod susama.
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Slika 23. Uporedni prikaz masnokiselinskih sastava ukupnih lipidnih ekstrakata semenki (1)

i metanolnih ekstrakata obezmascéenih semenki (2) lana (a), susama (b) i golice (c).
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Zastupljenost razli¢itih klasa lipida u semenkama i ekstraktima analizirana je HP-TLC-om
(Materijali i metode, 3.3.2.a) (Slika 24). U ukupnim lipidnim ekstraktima semenki lana, susama i
golice najzastupljeniji su TAG. Zbog razlika u polarnosti n-heksana (sa kojim su ekstrahovani
oc¢ekivati je da su u metanolnim ekstraktima zastupljenije polarnije klase lipida (fosfolipidi (PL),
monoacilgliceroli (MAG), diacilgliceroli (DAG) i FFA). Na Slici 24 uocava se da su, pored
TAG, najintenzivnije trake PL, a da su trake slobodnih FFA slabog intenziteta.

TAG

FFA
DAG

MAG

Slika 24. TLC razdvajanje klasa lipida ukupnih lipidnih ekstrakata semenki i metanolnih
ekstrakata obezmascéenih semenki: 1-metanolni ekstrakt lipida lana, 2-lipidi
semenke lana, 3-metanolni ekstrakt lipida susama, 4-lipidi semenke susama, 5-

metanolni ekstrakt lipida golice i 6-lipidi semenke golice.

Metanolni ekstrakt lipida obezmaséenih semenki lana bogat je sa TAG i PL, dok su
zastupljenosti drugih klasa lipida male (Slika 25). U metanolnim ekstraktima golice prakti¢no da
nema drugih klasa lipida, osim PL. Analizom intenziteta traka u programu

http://www.justquantify.com/AnalysisLanesHD.aspx odredeni su odnosi intenziteta traka PL,

TAG i1 FFA (Tabela 7). Dobijeni rezultati sugeriSu da bi se klase lipida mogle razlikovati po
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masnokiselinskim profilima i pojasnjavaju zasto su razlike u masnokiselinskim profilima izmedu
ukupnih lipida i metanolnih ekstrakata obezmasS¢enih semenki golice najizrazenije (Tabela 7,
Slika 23, 24, i 25). Yoshida i saradnici (2007) pokazali su da se kod semenki susama
masnokiselinski sastavi ukupnih lipida i frakcije PL razlikuju i da je procentualni udeo PA visi, a
OA i LA nizi u PL u odnosu na ukupne lipide. Takode, ispitivanja masnokiselinskih profila PL
semenki bundeve pokazala su zastupljenost PA od 36.8 do 50.7 %, OA od 9.8 do 21.1 %, 1 LA od
3.3 do 19.3 %, zakljuceno je, takode, da je zastupljenost SFA ve¢a u PL u odnosu na TAG u
kojima su najzastupljenije PUFA (Petakova, 2014).

TAG

FFA

DAG
-MAG

r

Slika 25. TLC razdvajanje klasa lipida metanolnih ekstrakata obezmaséenih semenki lana

(1), susama (2) i golice (3).
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Tabela 7. Relativne zastupljenosti klasa lipida u metanolnim ekstraktima obezmasdéenih

semenki lana, susama i golice.

Sadrzaj klasa lipida (%)

Lan Susam Golica
Fosfolipidi 29.2 42.8 94.0
Triacilgliceroli 68.5 47.0 4.2
Masne Kkiseline 23 10.2 1.9

Moze se zakljuciti 1 da je u uzorcima koji su imali ve¢i sadrzaj ukupnih masnih kiselina:
susam (50261 mg/100 g semenki, Tabela 4) > lan (44289 mg/100 g semenki, Tabela 3) > golica
(40256 mg/100 g semenki, Tabela 5), efikasnost estrakcije lipida n-heksanom bila manja.

Na osnovu vrednosti sadrzaja ukupnih masnih kiselina i rezultata TLC analize klasa lipida
u metanolnim ekstraktima obezmaS¢enih semenki procenjene su maksimalne koli¢ine i
zastupljenosti (%) FFA u metanolnim ekstraktima (Tabela 8). Sadrzaj FFA je najvisi u ekstraktu

susama (oko 3.0 %), Sest puta je ve¢i u odnosu na lan, odnosno 15 puta ve¢i u odnosu na golicu.

Tabela 8. Sadriaj ne-esterifikovanih masnih kiselina u metanolnim ekstraktima

obezmasdéenih semenki lana, susama i golice.

Sadrzaj FFA

Lan Susam Golica
mg /100 g obezmas$éenih semenki
23 172 16
% od ukupne mase suvog ostatka
0.5 3.0 0.2

metanolnih ekstrakta
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4.3. Analiza antioksidativnog potencijala ulja i metanolnih

ekstrakata semenki lana, susama i golice

4.3.1. Antioksidativni potencijal hladno-cedenih ulja lana, susama i golice

Semenke lana, susama i golice, nisu samo semenke bogate uljima sa visokim sadrZajem
PUFA. Lan 1 susam su namirnice sa najve¢im sadrzajem lignana u do sada ispitivanim
namirnicama. Semenke bogate uljima sadrze i fenolne kiseline, ¢iji kvalitativni sastav zavisi od
vrste semenki. FE kiselina je rasprostranjeno fenolno jedinjenje u biljnim vrstama. U zna¢ajnoj
koli¢ini prisutna je u semenu lana i susama, a ima je i u golici. Obezmaséene semenke
predstavljaju otpadni industrijski materijal u toku proizvodnje ulja, a njihovi metanolni ekstrakti
su bogati lignanima, fenolnim kiselinama 1, u sluc¢aju golice, hlorofilima. Brojne in vitro studije
pokazale su antioksidativni potencijal ekstrakata bogatih fenolnim jedinjenjima, kao i

hlorofilima, ali su mehanizmi in vivo antioksidativnog delovanja tema intenzivnih istraZivanja.

Polifenolima bogati ekstrakti obi¢no se pripremaju ekstrakcijom polaznog materijala sa
uporedili antioksidativni potencijali ulja i obezmasScéenog ostatka semenki, pripremljeni su
metanolni ekstrakti posle obezmas¢ivanja semenki n-heksanom (Materijali i metode, poglavlje

3.3.5.b).

Antioksidativni potencijali hladno-cedenih ulja semenki odredeni su DPPH testom
(Materijali i metode, poglavlje 3.3.7.1.a) u etil-acetatnim rastvorima ulja. Da bi dobijeni rezultati
mogli da se uporede sa literaturno-postoje¢im, kao i sa rezultatima za antioksidativnu aktivnost
metanolnih ekstrakata obezmaS¢enih semenki lana, susama i golice, rezultati su izrazeni u
jedinicama Troloks ekvivalenata (TE) (Slika 26). Uporedo sa odredivanjem antioksidativnih
potencijala ulja lana, susama i1 golice odreden je i antioksidativni potencijal hladno-cedenog

maslinovog ulja i rafinisanog ulja suncokreta, zbog njihove znacajne zastupljenosti u ishrani.
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Slika 26. Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativnog potencijala ulja i ekstrakata

semenki pomocu DPPH testa (u metanolu).

Analiza je pokazala da je redosled antioksidativne aktivnosti ulja: rafinisano suncokretovo
ulje > maslinovo ulje > ulje lana > ulje golice > ulje susama (Tabela 9). Dobijeni rezultati
uporedeni su sa literaturno-dostupnim podacima (takode odredenim pomoéu DPPH testa,
Tuberoso, 2007; Prescha, 2014) i prikazani su na Slici 27. Prema Tuberoso i saradnicima (2007)
redosled antioksidativne aktivnosti ulja je: maslinovo ulje > suncokretovo ulje > ulje lana > ulje
golice, dok ulje susama nije ispitivano. Razlike u vrednostima antioksidativnih potencijala ulja
lana 1 golice mogu biti posledica razlika u nacinu prikazivanja rezultata odredivanja (merne
jedinice u nasoj studiji su uM TE/kg, a u studiji Tuberoso i saradnika puM TE/L). U maslinovom i
suncokretovom ulju najzastupljeniji je a-tokoferol, dok je u uljima lana i golice to y-tokoferol.
Prevc i saradnici (2015) su pokazali da se aktivnosti a- i1 y-tokoferola u etil-acetatu znacajno
razlikuju, 1 jednak odgovor u promeni apsorbancije na 520 nm posle 30 minuta dobija se pri
koncentraciji a-tokoferola od 4 uM i y-tokoferola od 10 uM. Sa druge strane, Tuberoso i
saradnici (2007) su ispitivali antioksidativnu aktivnost u metanolnom rastvoru sa DPPH (u kome
je odgovor a- i y-tokoferola jednak), za razliku od naSih ispitivanja, koja su radena u etil-

acetatnom rastvoru. Presch i saradnici (2014) su u odnosu na nasSe rezultate dobili nesto vise
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srednje vrednosti antioksidativne aktivnosti za hladnocedena ulja lana, susama i golice, ali je
redosled aktivnosti ulja: suncokretovo ulje > ulje lana > ulje susama > ulje golice, bio istovetan
kao 1 za ispitivana hladnocedena ulja na naSem trzistu. Razlika izmedu antoksidativne aktivnosti
suncokretovog ulja je manja nego razlika u odnosu na studiju Tuberosa i saradnika (2007), ali se i

dalje uocava.

Tabela 9 . Antioksidativni potencijal hladno-cedenih ulja semenki odreden DPPH testom

Inhibicija DPPH Inhibicija DPPH
etilacetatnim rastvorom metanol/vodenim ekstraktom

Smgulja 1000gulja 1000gulja 100 mg 1000 g ulja 1000 g ulja

Vrsta ulja %) (umolTE) (mgTE) ulja(%) (umolTE) (mg TE)

Hladno cedeno

. 32.7 1370 342.90 15 5.6 1.40
ulje lana
Hladno cedeno  ,, , 970 24278 17 6.1 153
ulje susama
Hladno cedeno 1060 26531 15 5.5 138
ulje golice
Rafinisano ulje , , 2040 510.59 17 5.9 148
suncokreta
Hladno cedeno ¢ , 2000 500.58 54.1 120.0 30.03

maslinovo ulje

Da bi se procenio doprinos antioksidativnoj aktivnosti frakcije ulja bogate polifenolima,
ispitana je antioksidativna aktivnost frakcije ulja izolovane ekstrakcijom smeSom metanol/voda
(60:40, v/v) (Materijali i metode, poglavlje 3.3.7.1.a) pomocu DPPH testa. Utvrdeno je da je
doprinos ove frakcije ukupnoj antioksidativnoj aktivnosti mali, od 0.08 do 0.22 %, sem kod
maslinovog ulja kod koga iznosi 6.0 % (izraCunato na osnovu Tabele 7). Dobijeni rezultati
sugeriSu da je koncentracija polifenola, jedinjenja sa antioksidativhom aktivno$¢u, koji su
kod maslinovog ulja. U nekim studijama dobijene su vece vrednosti za odnos antioksidativne
aktivnosti lipofilne i hidrofilne frakcije (ispitivani su metanolni ekstrakti ulja), ali je pokazano da
je doprinos lipofilne u odnosu na hidrofilnu frakciju antioksidativnoj aktivnosti u svim
ispitivanim uzorcima bio ve¢i (1.83 maslinovo ulje, 7.38 suncokretovo ulje; Tuberoso, 2007).

HPLC analiza polifenola u uljima je pokazala da je njihova koncentracija mala (2.5 mg vanilina u
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lanenom; 1.8 mg/mL p-kumarinske kiseline i 1.0 mg/mL FE u ulju golice), sem u maslinovom

ulju (Tuberoso, 2007).

2500
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1000 - |
500 - —
0 - T T T T T . T T .
lan susam golica suncokret maslinovo

Slika 27. Uporedni prikaz antioksidativne aktivnosti hladno cedenih ulja lana, susama,
golice, suncokretovog i maslinovog ulja (crveno umol TE/kg) sa literaturno-
dostupnim podacima (zelena (umol TE/L), Tuberoso, 2007; ljubicasta (umol TE
/kg, Prescha, 2014). Antioksidativna aktivnost odredena je DPPH testom.

Antioksidativnu aktivnost biljnih ulja lana, susama, suncokreta i golice uglavnom
odreduje sadrzaj ukupnih tokoferola (Prevc 2015, Prescha 2014, Tuberoso, 2007), i u manjoj meri
joj doprinose skvalen, hlorofili, karotenoidi i fenoli, koji su prisutni u znacajnim koli¢inama u
maslinovom ulju i ulju golice. U susamovom ulju prisutni su lipofilni lignani sesamin i seamolin,

koji takode mogu doprinositi izuzetnoj oksidativnoj stabilnosti susamovog ulja.
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4.3.2. Antioksidativni potencijal metanolnih ekstrakata obezmasé¢enih

semenki

Antioksidativni kapacitet metanolnih ekstrakata obezmaséenih semenki odredivan je

DPPH i ABTS testom i dobijeni rezultati (Tabela 10) su izrazeni u TE jedinicama na osnovu

kalibracionih prava (Slike 26, 28).

0,4

0,24

smanjenje apsorbancije na 734 nm

i y=5.41*10"x - 0.00373, r=0.999

0,0

0 200 400 600 800
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Slika 28. Kalibraciona prava za odredivanje antioksidativnog potencijala metanolnih

ekstrakata semenki pomocéu ABTS testa.

Moze se uociti da postoje velike razlike za procenjene antioksidativne aktivnosti. ABTS
test se moze primeniti za ispitivanje kako hidrofilnih, tako i lipofilnih antioksidativnih sistema,
dok se DPPH rastvara u organskom rastvaracu i stoga je primenjiv za hidrofobni sistem (Kim,
2002). Navedenim bi mogli delimi¢no objasniti razlike u dobijenim vrednostima za

antioksidativne kapacitete.

Redosled antioksidativne aktivnost, kao 1 sadrzaja fenola u metanolim ekstrakata
ispitivanih semenki, u nasem radu je: lan > susam > golica (Tabela 10), Sto je u skladu sa
literaturno-postoje¢im podacima za etanol/vodene (80:20, v/v) ekstrakate obezmaS¢enih ostataka

semenki lana, susama i1 golice, dobijenih prilikom proizvodnje ulja u prehrambenoj industriji
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(Sarkis, 2014). U studiji Sarkisa i1 saradnika (2014) nadeno je da sadrzaj polifenola u lanu iznosi
56 mg, a u susamu 71 mg na 100 g obezmas¢enog suvog ostatka semenki, dok u golici polifenoli
nisu nadeni. Srednje vrednosti sadrZaja fenola u metanolnim ekstraktima (odredivanja uradena u
triplikatu) kretale su se od 16 do 122 mg/100 g ispitivanih, obezmasc¢enih semenki (Tabeli 10)
Rezultati nekoliko studija (Floegel, 2011; Sarkis, 2007) pokazali su ve¢i stepen korelacije izmedu

sadrzaja ukupnih polifenola i antioksidativne aktivnosti odredene ABTS testom.

Tabela 10.  Sadriaj polifenola i antioksidativni potencijal metanolnih ekstrakata

obezmasdéenih semenki lana, susama i golice.

Ukl;lfpni . DPPH test ABTS test
polifenoli
(mg
Kvi
ealfl‘evi'(lles‘e‘ﬁ;ae pmol TE/100g  mg TE/100g pmol TE/100g  mg TE/100g
g 100 obezmas$cenih  obezmas$cenih obezmas$éenih obezmas$cenih
0bezma§cgenih semenki semenki semenki semenki
semenki)
Lan 122 283 70.8 535 133.9
Susam 36 56 14.0 178 44.6
Golica 16 43 10.8 74 18.5

Poredenjem antioksidativnih kapaciteta hladnocedenog ulja i metanolnih ekstrakata
obezmas¢enih semenki lana, odredenih DPPH testom, pokazano je da je antioksidativni kapacitet
obezmas¢enog lana (na 1000 g semenki estrahovanih metanolom) znatno veéi u odnosu na
hladnocedeno ulje (1000 g ulja), dok su antioksidativne aktivnosti hladnocedenih ulja golice i

susama bile vece od aktivnosti njihovih obezmas¢enih semenki (Slika 29).

Sprovedena su brojna ispitivanja u kojima su primenjeni razli¢iti uslovi estrakcije (vreme
trajanja, zapremina rastvaraCa, razliCiti rastvarac¢i, uzorci su hidrolizovani da bi se oslobodili
polifenoli i sl.) i pokazano je da postoje velike razlike u sadrzaju polifenola na razli¢ite nacine
pripremljenih ekstrakata lana, susama i golice. U okviru naSih ispitivanja pripremljeni su
metanolni ekstrakti, iz kojih se lako odklanja organski rastvara¢ (Sto je neophodno prilikom
ispitivanja bioloskih aktivnosti), uparavanjem na niskim temperaturama na vakuum uparivacu, a

ujedno ne dolazi do razgradnje komponenti ekstrakata.
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Slika 29. Poredenje antioksidativnih  kapaciteta hladnocedenih ulja (plava), sa
antioksidativnim kapacitetima obezmas$cenih semenki (u njihovim metanolnim

ekstraktima) (crvena) DPPH testom.

4.4. Suplementacija ishrane pacijenata na hemodijalizi smeSom

semenki lan/susam/golica

Semenke lana, susama i golice predstavljaju znacajne, dijetarne izvore PUFA. Kako je
prikazano u poglavlju 4.1., sadrzaj ALA, esencijalne n-3 masne kiseline, je izuzetno visok u
lanenom ulju, a sadrzaj LA, esencijalne n-6 masne kiseline, u semenu susama i golice. Kako je
zastupljenost n-3 masnih kiselina smanjena kod bolesnika sa hroni¢nom bubreznom slabos¢u (na
dijalizi) u odnosu na zdrave osobe, sprovodene su studije suplementacije uljem i/ili semenkama
lana, o ¢emu postoje literaturni podaci. Postoje i brojni podaci o anti-inflamatornim efektima
susama, kao i anti-dijabetesnim efekatima golice. Medutim, do sada nije istrazivan efekat

suplementacije smeSom ovih semenki, i po naSem saznanju ovo je prva studija.

U studiju suplementacije ishrane bilo je ukljuceno 30 bolesnika (18 muskaraca i 12 zena,

prosecne starosti 54.0 £ 11.8 godina) sa hroni¢nom bubreznom slabo$¢u, na programu
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hemodijalize. Stepen uhranjenosti ucesnika studije nije se menjao tokom studije (22.63 + 3.44

kg/m” na poéetku studije, u odnosu na 22.81 + 3.62 kg/m” na kraju studije).

Ucesnici studije konzumirali su po 30 grama smeSe samlevenih semenki lan/susam/golica
(3:1:1, maseni udeo), kao dodatak standardnoj ishrani, u trajanju od 12 nedelja. Maseni udeo
semenki u smesi je bio 3:1:1, da bi se obezbedio adekvatan unos n-3 masnih kiselina uz povoljan
odnos n-6/n-3 masnih kiselina. Na pocetku studije analiziran je masnokiselinski sastav smeSe
semenki, koju su konzumirali ucesnici studije, GC analizom posle estrakcije ukupnih lipida
smese semenki metodom po Folch-u i utvrdeno je da je sadrzaj masnih kiselina u dnevnoj porciji
od 30 grama semenki bio: 0.9 g PA; 0.7g S; 3.9 g OA; 2.9g LA i 3g ALA, odnos zastupljenosti
PUFA (LA+ALA)/SFA (PA+S) bio je 4:1,an-6 (LA)/n-3 (ALA) 1:1.

Suplementacija ishrane pacijenata na hemodijalizi dovela je do statisticki znaCajnih
promena parametara lipidnog statusa (TAG, ukupnog holesterola (TC)), glikoregulacije (glukoza,
insulin, HOMA-IR), krvnog pritiska (dijastolnog (DBP) i sistolnog (SBP)) i faktora inflamacije
(TNF-0, hs-CRP, IL-6). Takode, dodatak smeSe semenki u ishranu pacijenata na hemodijalizi

doveo je do poboljsanja u simptomima pruritisa kod svih pacijenata.
4.4.1. Uticaj suplementacije na lipidni status pacijenata na hemodijalizi

Suplementacija ishrane osoba na hemodijalizi smeSom semenki dovela je do statisticki
znacajnog (p<0.05) smanjenja sadrzaja TC od 7 %, dok promene u koncentraciji LDL i HDL-
holesterola nisu bile statisticki znaCajne (Tabela 11). Najizrazenije je bilo smanjenje
koncentracije TAG od 30 % (p<0.001) u odnosu na pocetne vrednosti. Znacajno je i sniZzen

indeks ateroskleroze TAG/HDL, za 27 % u odnosu na pocetak studije.

Istovremeno, samo 10 ucesnika studije je na pocetku bilo normolipemicno (33.3 %), dok
je posle 12 nedelja suplementacije 22 ucesnika (74.0 %) bilo normolipemicno (TG < 1.70 mM,
TC < 5.2 mM). Sedamnaest ucesnika (56.7 %) imalo je sadrzaj TG > 1.70 mM na pocetku
studije, a njih 15 (50 %) sadrzaj TC > 5.2 mM. Na kraju studije hipertrigliceridemija je
pronadena kod samo 7 (23.3 %) ucesnika, i isto toliko (23.3 %) ucesnika je bilo

hiperholesterolemicno.
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Tabela 11. Promene lipidnog statusa ucesnika studije tokom suplementacije ishrane

smeSom semenki lana, susama i golice.

Pocetak studije Kraj studije Promena

(mM) (mM) (%o)
Triacilgliceroli (TAG) 2.06+1.20 1.44 £ 0.92%* -30
Ukupni holesterol (TC) 547135 501 +£0.81* -7
HDL-holesterol 1.30+0.11 1.27+0.14 -2
LDL-holesterol 324+1.08 3.08+0.40 -5
Odnos TC/HDL 426+1.27 4.01+0.75 -6
Odnos LDL/HDL 2.53+£098 247+ 0.47 -2
Odnos TAG/HDL 1.61£0.98 1.17 £ 0.76** -27

Srednje vrednosti £ SD
*p <0.05; **p <0.01 - statisticka znacajnost razlika u odnosu na pocetne vrednosti

I u nekoliko ranijih studija pokazano je da suplementacija ishrane semenkama lana,
susama i golice snizava koncentraciju lipida u krvi (Cunnane, 1993; Pan, 2009; Sedigheh, 2011).
Komponente smeSe semenki, koje bi mogle imati znacajan uticaj na lipidni status, su esencijalne
masne kiseline (LA, ALA), dijetarna vlakna, kao i komponente sa antioksidativnom aktivnoséu
(npr. tokoferoli, lignani). Prilikom suplementacije ishrane pacijenata na hemodijalizi, sa 1 g ulja
lana dnevno u trajanju od 120 dana, ili sa 40 g lanenog semena u trajanju od 8 nedelja (Lemos,
2012; Khalatbari Soltani, 2013), uoceno je da dolazi do znaajnog pada ukupnog holesterola i
LDL-holesterola, dok je zabelezen porast koncentracije HDL-holesterola. Rezultati navedene dve
studije su se razlikovali u pogledu efekta na nivo TAG. Suplementacija lanenim uljem nije imala
efekta na nivo TAG, dok je suplementacija lanenim semenom dovela do znacajnog pada TAG od
31 %. Kako nivo TAG predstavlja faktor koji znacajno povecava rizik za nastanak

kardiovaskulanih oboljenja, rezultati nase studije ukazuju da suplementacija ishrane smeSom
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semenki lan/susam/golica (koja je dovela do pada sadrzaja TAG za 30 %) moze biti pogodna za

prevenciju kardiovaskularnih oboljenja pacijenata na hemodijalizi.

4.4.2. Suplementacija ishrane pacijenata na hemodijalizi smeSom

semenki dovodi do snizavanja krvnog pritiska

Dodatak smeSe semenki lan/susam/golica (3:1:1) standardnoj ishrani pacijenata na
hemodijalizi rezultovao je znacajnim (p<0.01) padom krvnog pritiska, i to SBP za oko 11 mmHg
1 DBP za 6 mmHg, posle suplementacije u trajanju od 12 nedelja (Slika 30). Rodrigez-Leyva i
saradnici (2013) su utvrdili da suplementancija ishrane sa 30 g samlevenog semena lana, u
trajanju od 6 meseci (vremenu znatno duzem u odnosu na nasu studiju), dovodi do pada SBP za
oko 10 mmHg i DBP za oko 7 mmHg. Istovremeno, utvrdili su da SBP i DBP koreliraju sa
nivoom cirkuliSu¢e ALA, kao i da promene u DBP koreliraju sa nivoom lignana u cirkulaciji. U
studiji Sankara i saradnika (2006) ispitivan je uticaj dijetarnog unosa susamovog ulja, kao
jedinog ulja koje se koristilo u ishrani, na krvni pritisak. Utvdeno je da je posle 45 dana doslo do
statisti¢ki znacajnog smanjenja krvnog pritiska, ali i do smanjenja nivoa lipidne peroksidacije i
poboljsanja antioksidativnog statusa pacijenata. U studiji El-Mosallamy i saradnika (2012)
pokazano je da ulje golice pokazuje antihipertenzivni i kardioprotektivni efekat, mehanizmom u

koji je ukljuceno stvaranje NO.
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Slika 30. Promena krvnog pritiska kod pacijenata na dijalizi prilikom suplementacije ishrane
smeSom semenki lana, susama i golice u toku 12 nedelja. Na pocletku studije
(crevena boja) i na kraju studije (plava boja); **p < 0.01, statisticki znacajne razlike
ispitivanog parametra u odnosu na pocetak studije.
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4.4.3. Promena parametara glikoregulacije pri suplementaciji ishrane

pacijenata na hemodijalizi smeSom semenki

Unos smeSe semenki lan/susam/golica u trajanju od 12 nedelja pokazao je i statisticki
znaajan uticaj na parametre glikoregulacije. Srednje vrednosti sadrzaja glukoze, insulina i

vrednost parametra HOMA-IR su bili statisticki znacajno (p<0.05) nize na kraju suplementacije

(Slika 31).
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Slika 31. Promena parametara glikoregulacije kod pacijenata na dijalizi, prilikom
suplementacije ishrane smeSom semenki lana, susama i golice u toku 12 nedelja:
glukoza (mM), insulin (pg/mL) i HOMA-IR. Na pocetku studije (crevena boja) i na
kraju studije (plava boja); * p < 0.05, statisticki znacajna razlika ispitivanog

parametra u odnosu na pocetak studije.

Sli¢ni efekat na parameter HOMA-IR uocen je pri suplementaciji ishrane gojaznih osoba
sa smanjenom senzitivno$¢u na insulin, sa 40 g semena lana u trajanju od 12 nedelja, s tim da nije
bilo statisti¢ki znacajnog uticaja na sadrzaj glukoze 1 insulin (Brunt, 2011). U okviru pomenute
studije utvrdeno je i da je promena u rezistenciji na insulin povezana sa antioksidativnim
delovanjem semena lana na lipidnu peroksidaciju. Istovremeno, McManus i saradnici (1996)

pokazali su da suplementacija ishrane lanenim uljem nema efekta na koncentraciju HbAlc, nivo
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glukoze, ni insulina, kod pacijenata sa dijabetesom tipa 2. Iako je zastupljenost golice u smesi
semenki bila 6 g (tj. petina od ukupne mase) ne treba zanemariti da brojni literaturni podaci
ukazuju da se konzumiranjem semena bundeve postizu efekti na glikoregulaciju (Adams, 2014).
U studiji Sakka i saradnika (2015) pokazano je da i hidrofobne i hidrofilne komponente
ekstrakata semena bundeve inhibiraju aktivnost B-glukozidaze in vitro. Kako inhibicija B-
glukozidaze u digestivhom traktu produzava vreme varenja ugljenih-hidrata i posledicno dovodi
do smanjenja nivoa postprandijalne glikemije i insulina, inhibitori B-glukozidaze mogu biti

veoma znacajni prilikom tretmana dijabetesa tipa 2.

4.4.4. Efekat suplementacije na faktore inflamacije osoba na

hemodijalizi

Suplementacija ishrane osoba na hemodijalizi smeSom semenki u trajanju od 12 nedelja
dovela je do statisticki znacajnog (p<0.001) smanjenja faktora inflamacije (TNF-a, hs-CRP, IL-6,
Slika 32).

12

104

T T T T T
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Slika 32. Promena faktora inflamacije kod pacijenata na dijalizi, prilikom suplementacije
ishrane smeSom semenki lana, susama i golice u toku 12 nedelja: TNF-a (mU/L),
IL-6 (pg/mL) i hs-CRP (mg/L). Na pocetku studije (crevena boja) i na kraju studije
(plava boja); ***p < 0.001, statisticki znacajne razlike ispitivanog parametra u

odnosu na pocetak studije.
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Koncentracija CRP igra znacajnu ulogu u aterogenezi. U nekoliko studija pokazano je da
postoji inverzna povezanost koncentracija CRP-a sa zastupljeno$¢u EPA i DHA, kako kod
zdravih osoba, tako i kod pacijenata sa koronarnim oboljenjima. Lemos i saradnici (2012) su
pokazali da suplementacija ishrane pacijenata na hemodijalizi sa 1 g ulja lana u trajanju od 120
dana dovodi do znacajnog smanjenja koncentracije CRP. Takode, studija Khalatbari Spltani i
saradnika (2013) u kojoj su pacijenti na hemodijalizi konzumirali 40 g lanenog semena pokazala

je da se nivo CRP smanjuje za 37 %.

4.4.5. Efekat suplementacije smeSom semenki na masnokiselinske profile

PL seruma kod osoba na hemodijalizi

PUFA su esencijalne za normalan rast i razvoj i mogu imati znac¢ajnu ulogu u prevenciji i
tretmanu koronarnih bolesti, hipertenzije, dijabetesa, artritisa i drugih oboljenja kod kojih dolazi
do pojave inflamacije, kao i1 autoimunih oboljenja. Iz rezultata suplementacije ishrane osoba na
dijalizi, smeSom semenki evidentan je pozitivan efekat na lipidni status, glikoregulaciju,
smanjenje hipertenzije i na hroni¢nu inflamaciju, komplikacije koje su ucestale kod ovih
obolelih. Ovaj efekat bi mogao biti povezan sa masnokiselinskim statusom u njihovoj krvi i
tkivima. Masnokiselinski profili predstavljaju biomarkere dijetarnog unosa masnih kiselina, ali su
1 pokazatelji metabolizma masnih kiselina i1 predstavljaju indirektne markere nivoa lipidne
peroksidacije, Sto pra¢enje promena u profilima masnih kiselina tokom suplementacije Cini
veoma znacajanim. Znacaj statusa masnih kiselina kod pacijenata na hemodijalizi mozda najbolje
odslikavaju rezultati skoraSnjih istrazivanja koji su pokazali da je stopa desetogodiSnjeg
prezivljavanja kod pacijenata sa hronicnom bubreznom slaboS¢u u direktnoj korelaciji sa
statusom n-3 masnih kiselina u eritrocitima (Terashima, 2014). U vecini publikovanih rezultata
interventnih studija nisu praene promene u statusu masnih kiselina tokom suplementacije, te
stoga ispitivanje efekata suplementacije ishrane ovih pacijenata smeSom semenki na profile

masnih kiselina ima poseban znacaj.
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Tabela 12. Masnokiselinski sastav PL seruma na pocletku studije i posle 12 nedelja

suplementacije smeSom semenki lan/susam/golica (u masenom odnosu 3:1:1).

Masna kiselina

SadrZaj masnih Kiselina (%)

na pocetku studije

na kraju studije

16:0 2532 +2.39 23.87 £2.09%**
18:0 1644 +1.74 15.05+£1.02 **
SFA 41.76 £3.22 38.93 £2.34 **x*
16:1 n-7 0.39+0.16 0.36 £ 0.15
18:1 n-9 13.83 +1.68 1492 +£0.86 *
MUFA 14.59 + 1.66 15.28 +£0.94 **
18:2n-6, LA 2449 £2.62 25.73 £1.85 **
20:3 n-6, DGLA 2.57+0.79 2.96 £0.70 **
20:4 n-6, AA 11.63 +2.31 12.77 £2.56 *
22:4 n-6 0.56 +0.14 0.61 £0.11
n-6 3925+£3.25 42.06 £2.72 ***
18:3 n-3, ALA 0.08 +0.03 0.12+0.02 *
20:5 n-3, EPA 0.18+0.05 0.22 +0.08 *
22:5n-3, DPA n-3 0.46 +0.07 0.51+0.10 *
22:6 n-3, DHA 2.775+033 2.99+0.39 **
n-3 3.46+0.37 3.84 £0.42 #**
PUFA 4271 £3.39 45.90 £ 2.69 ***
PUFA/SFA ratio 1.03+£0.15 1.10 £ 0.14 ***

*p < 0.05; **p < 0.01;*** p < 0.001, statisticke znacajnosti razlika sadrzaja masnih kiselina na

kraju suplementacije u odnosu na pocetne vrednosti.
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Posle 12 nedelja suplementacije ishrane pacijenata na hemodijalizi, smeSom semenki
lana, susama 1 golice, uoCene su 1 statisticki zna€ajne promene u masnokiselinskim profilima PL
seruma (Tabela 12). Zastupljenost SFA u PL seruma se zna€ajno smanjuje (p<0.001), dok se
zastupljenost MUFA 1 PUFA povecava (p<0.01; p<0.001, redom). Nema promena odnosa
zastupljenosti n-6/n-3 PUFA u PL seruma (11.34 &+ 1.25 na pocetku studije, 10.91 £ 1.59 na kraju
studije). Istovremeno, koncentracija ukupnih PL seruma se zna€ajno ne menja, 2.50 + 0.51 mM u
odnosu na 2.87 + 0.74 mM/L na pocetku studije.

Brojne studije pokazuju da je masnokiselinski profil PL seruma validan biohemijski
marker dijetarnog unosa masnih kiselina (Risti¢-Medi¢, 2013). SmeSa semenki lan/susam/golica
(3:1:1) predstavlja znacajan dijetarni izvor OA, LA i ALA, pa su i ocekivane promene u
zastupljenosti OA, ukupnih n-6 i n-3 masnih kiselina. Uo¢eno je i znacajno povecanje sadrzaja
dugolancanih n-6 i n-3 masnih kiselina, odnosno da je delovanjem elongaza i desaturaza doslo do
prevodenja LA 1 ALA u dugolac¢ane n-6 i n-3 masne kiseline (Tabela 12). Stoga su na osnovu

dobijenih rezultata za masnokiselinske profile izracunati i indeksi aktivnosti desaturaza (Tabela

13).

Tabela 13.  Indeksi aktivnosti desaturaza.

Na pocetku suplementacije Na kraju suplementacije
Indeks desaturaze A6
0.11+0.04 0.12+0.03
(20:3 n-6/18:2 n-6)
Indeks desaturaze A5
5.01+£2.04 4.56+1.42
(20:4 n-6/20:3 n-6)
Indeks desaturaze A6
6.06+1.08 6.06+1.39

(22:6 n-3/22:5 n-3)

Pokazano je da nema znacajnih razlika u njihovim aktivnostima u odnosu na pocetak
studije. Literaturni podaci govore o neefikasnom prevodenju ALA u EPA i DPA n-3 i
ograni¢enoj mogucnosti daljeg prevodenja u DHA (Burdge 2002; Burdge, 2002a; Brenna, 2002).

Medutim, kod ispitivanih pacijenata na hemodijalizi doslo je do znacajnog (p<0.01) porasta
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zastupljenosti DHA u PL seruma. Suplementacija ishrane antioksidansima (koji su znacajno
zastupljeni u smesi semenki) moze da dovede do porasta nivoa PUFA kao indirektni parametar
antioksidativnog statusa. Stoga se moze zakljuciti da bi promene u zastupljenosti DHA mogle biti
1 posledica promena u antioksidativnom statusu tokom suplementacije ishrane smeSom semenki
bolesnika na hemodijalizi. U nekoliko studija suplementacije ishrane lanom, susamom i golicom
uocene su promene u antioksidativhom statusu i u svima je utvrdeno da dolazi do smanjenja
koncentracije krajnjih proizvoda lipidne peroksidacije (Khadem Haghighian, 2014; Yung, 2012;
Makin, 2010).

Do sada je pokazano da kod pacijenata na hemodijalizi dodatak ulja i semena lana dovode
do smanjenja koncentracije CRP (Lemos, 2012; Khalatbari Soltani, 2013). Sli¢an efekat je
dokazan i u nasoj studiji, prilikom suplementacije ishrane pacijenata na hemodijalizi smeSom
semenki lan/susam/golica 3:1:1. Da bi se bolje sagledala i proucila moguéa povezanost
zastupljenosti masnih kiselina 1 ispitivanih faktora inflamacije, analizirano je da li izmedu njih
postoji linearna zavisnost (Tabela 14). Uoceno je da postoje statistiCki znaCajne negativne
korelacije n-3, kao i n-6 masnih kiselina sa ispitivanim faktorima inflamacije (Tabela 14).
Istovremeno, pokazano je da postoji dobra korelacija izmedu indeksa nezasi¢enosti

(“unsaturation”) sa faktorima inflamacije (-0.410 do -0.477, p<0.001).

Promene u lipidnom statusu, glikoregulaciji, pojava hipertenzije i hroni¢na inflamacija se
Cesto javljaju kod bolesnika sa hronicnom bubreznom insuficijencijom na hemodijalizi.
Suplementacija ishrane osoba na programu hemodijalize, smeSom semenki lana, susama i golice
(u odnosu 3:1:1), pokazala je pozitivan efekat na lipidni status, hipertenziju, glikoregilaciju i
parametre inflamacije. Pokazano je da u postizanju ovih efekata znaCajnu ulogu imaju PUFA,
odnosno indukovane promene u njihovom statusu. Analiza dobijenih rezultata ove studije
ukazuje i na mogu¢ veliki znacaj komponenti sa antioksidativnom aktivno$éu prisutnim u
semenkama lana, susama i golice, tj. da je tokom studije moglo do¢i do znacajnih promena u
antioksidativnom statusu. Stoga je dalje ispitivanje antioksidativne aktivnosti semenki lana,
susama, golice i rasvetljavanja mehanizama uticaja na antioksidativnu aktivnost in vivo od

velikog znacaja.
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Tabela 14.  Korelacije izmedu parametara inflamacije i sadriaja masnih kiselina u PL

seruma osoba na hemodijalizi.

CRP 1L-6 TNF-a
IL-6 0.455%* - -
TNF-o 0.392%* 0.780%* :
ALA 20.369%* -0.269* -0.587%*%**
EPA -0.112 -0.185 -0.140
DPA -0.224 -0.286* -0.197
DHA 0080+ 0213 -0.376**
n-3 _0.343%* -0.308* -0.403**
LA -0.123 -0.232 -0.605%%
DGLA 0,503 %% -0.262% -0.319%**
AA L0.255%* -0.293%* -0.203
n-6 0.379% -0.438%* -0.370**
indeks
nezasi¢enosti -0,410%** 0,477 0,430%

*»<0.05;**p<0.01; **p <0.001

4.5. Reaktivnost Cys34 tiolne grupe HSA

Postoje brojni literaturni podaci o kvalitativnom i kvantitativnom sadrzaju fenolnih
jedinjenja i hlorofila u ekstraktima semenki lana, susama i golice, kao i njihovoj antioksidativnoj
aktivnosti (Sicilia, 2003, Elliason, 2003; Othman, 2015, Dabrowski, 1984). Poznato je i da je
sadrzaj lignana u ispitivanim semenkama visok, pogotovo u ekstraktima lana. Lignani se u
gastrointestinalnom traktu metaboliSu u enterolignane od kojih je najzastupljeniji EL, a zatim ED.
Semenke bogate uljima sadrze i fenolne kiseline. FE je u znacajnoj koli¢ini prisutna u semenu

lana i susama, a ima je i u golici. Brojne in vitro studije i nasa ispitivanja (poglavlje 4.3),
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pokazale su antioksidativni potencijal ekstrakata sa fenolnim jedinjenjima, ali su mehanizmi in
vivo antioksidativnog delovanja tema intenzivnih istraZivanja.

Pri fizioloskim uslovima, HSA transportuje brojna endogena i egzogena jedinjenja, kao i
razli¢ita fenolna jedinjenja. Novija istrazivanja bave se ispitivanjem vezivanja za HSA metabolita
fenolnih jedinjenja, prisutnih pri fizioloskim uslovima u organizmu (Galland, 2008; Dufour,
2005). Posle konzumiranja lana i susama u serumu i urinu povecava se koncentracija
enterolignana, ali do sada nije ispitivano njihovo vezivanje za molekule HSA. Pored navedenog,
HSA ima i antioksidativnu ulogu, koja potice od prisustva slobodne tiolne grupe ostatka Cys34,
koja moze postojati u redukovanom i oksidovanom obliku. Slobodna tiolna grupa HSA ¢ini 80 %
od ukupnog sadrzaja slobodnih tiola plazme i predstavlja jedan od najvaznijih vancelijskih
antioksidanasa.

Vezivanje fenolnih jedinjenja za HSA moZe da dovede do promene konformacije
njegovih molekula, $to za posledicu moZze imati promenu dostupnosti/izlozenosti Cys34 tiolne
grupe okolnoj sredini, i time uticati na reaktivnost i antioksidativni potencijal ove grupe. Budu¢i
da nema literaturnih podataka o ispitivanju uticaja vezivanja fenolnih jedinjenja na reaktivnost
Cys34 tiolne grupe HSA, rezultati istrazivanja u ovoj oblasti mogu doprineti sagledavanju
mogucnosti primene fenolnih jedinjenja (suplementacije ishrane proizvodima bogatim fenolnim

jedinjenjima) u modulaciji antioksidativnog potencijala HSA Cys34 tiolne grupe.

4.5.1. Uticaj vezivanja stearinske Kiseline za HSA na reaktivnost

slobodne Cys34 tiolne grupe

Polaze¢i od €injenica: da vezivanje masnih kiselina dovodi do znacajnih konformacionih
promena na molekulu HSA, odnosno da uti¢e na reaktivnost Cys34 molekula HSA (Jovanovi¢,
2013; Pavicevié, 2014; Taki¢, 2016), da je sadrzaj FFA povecan u razli¢itim patoloskim stanjima
(jedno od njih je hroni¢na bubrezna slabost, Ogata, 1984) i da je broj molekula masnih kiselina
vezanih po molekulu HSA povecan, da se mesta vezivanja masnih kiselina i1 fenola preklapaju,
ispitivanje kooperativnih i kompetitivnih interakcija liganada (masnih kiselina i fenolnih
jedinjenja) pri vezivanju za HSA i posledica ovih vezivanja, posebno na reaktivnost Cys34 tiolne
grupe, ima veliki znacaj. U tom cilju prvo je ispitana reaktivnost tiolne grupe odmaséenog HSA,

kao 1 HSA za koji je vezana S.
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Reaktivnost HSA-SH ispitivana je pra¢enjem reakcije sa DTNB reagensom:

o
o o) Q q 0
(o) o N o
W+ - »
Ac- + N s 0 . 5 2+ N*
s OI' \S N”’ S NT \07
o o

HSA Cys34-SH DTNB HSA -S-TNB" TNBZ

Koncentracija DTNB bila je 20 puta veca od koncentracije tiolne grupe, da bi se reakcija
odvijala po kinetici pseudo-prvog reda.Vremenski tok reakcije (0 do 30 min) pracen je
spektrofotometrijski, merenjem apsorbancijena 412 nm, kao $to je opisano u odeljku 3.3.13.
Grafici dobijeni posle linearizacije kinetickih podataka pokazuju da se reakcija odigrava po

kinetici pseudo-prvog reda u odnosu na koncentraciju HSA-SH (Slika 33).

Vredosti konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (k') za odmaséeni HSA, S/HSA 1:1,
S/HSA 2:1 i S/HSA 4:1 su bile 8.9 0.1 x 107s™, 11.6 £ 0.3 x 10°s™, 12.39 £ 0.03x 10°s™, i
153 + 0.1 x 107 s, redom (Slika 34). Dobijeni rezultati potvrduju da vezivanje S dovodi do
znacajnih promena (povecanja za 30.3 %, 39.2 %1 71.9 %, redom) u reaktivnosti HSA-SH grupe.
Reaktivnost tiolne grupe S/HSA 4:1 kompleksa je skoro dva puta veca u odnosu na odmaséeni
HSA. Dobijeni rezultati za k' su u saglasnosti sa rezultatima prethodnih ispitivanja pri slicnim

uslovima (Pavicevi¢, 2014).

Pri normalnim fizioloskim uslovima 0.1 do 2 molekula FFA vezano je za molekul HSA.
U odredenim fiziolo$kim stanjima (npr. gladovanje, intenzivna fizi¢ka aktivnost) i kod obolelih
(npr. bolesnika sa hroni¢nom bubreznom slabos¢u na programu hemodijalize, trudnica sa
preklamsijom, obolelih od dijabetesa), kod kojih je uoceno povecanje oksidativnog stresa, dolazi
i do povecanja koncentracije FFA, koje se vezuju za HSA (Torres, 2012). Ovaj mehanizam
mogao bi predstavljati protektivnu adaptaciju na stanje povecanog oksidativnog stresa u
organizmu. Stoga, ispitivanje reaktivnosti S/HSA 1:1 predstavlja model za normalna fizioloska
stanja. Odnos S/HSA ve¢i od 2:1 srece se samo u navedenim (pato)fizioloskim stanjima, dok je

S/HSA 4:1 model za stanja u kojim dolazi do izrazene promene sadrzaja FFA u cirkulaciji.
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Slika 33. Linearni modeli kinetike reakcije pseudo prvog reda: a) S/HSA 1:1 b) S/HSA 2:1 c)
S/HSA 4:1 sa DTNB-om.

Kao $to je 1 pokazano, reaktivnost HSA-SH se povecava po vezivanju S za HSA, ali
poznato je i da porast reaktivnosti zavisi 1 od tipa masne kiseline koja je vezana za HSA
(Pavic¢evi¢, 2014). Generalno, vezivanje PUFA ispoljava ve¢i efekat na porast reaktivnosti
slobodne tiolne grupe HSA nego SFA. Pokazano je da po vezivanju masne kiseline, okolina
slobodne tiolne grupe HSA grupe moze postati polarnija i da mogu biti indukovane
konformacione promene u molekulu HSA koje vode povecanoj dostupnosti Cys34 grupe

(Jovanovi¢, 2013). Postavlja se pitanje da li i neki drugi molekuli (npr. polifenoli), za koje je
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pokazano da se vezuju za HSA (Sinisi, 2015; Kamaran Khan, 2011; Pastukhov, 2007) mogu

dovesti do slicnih promena u okolini Cys34 grupe i uticati na njenu reaktivnost.
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Slika 34. Konstante brzine reakcije pseudo prvog reda (k°) za odmascéeni HSA, S/HSA 1:1,
S/HSA 2:1i S/HSA 4:1.

Kao $to je 1 pokazano, reaktivnost HSA-SH se povecava po vezivanju S za HSA, ali
poznato je i da porast reaktivnosti zavisi i od tipa masne kiseline koja je vezana za HSA
(Pavic¢evi¢, 2014). Generalno, vezivanje PUFA ispoljava ve¢i efekat na porast reaktivnosti
slobodne tiolne grupe HSA nego SFA. Pokazano je da po vezivanju masne kiseline, okolina
slobodne tiolne grupe HSA grupe moze postati polarnija i da mogu biti indukovane
konformacione promene u molekulu HSA koje vode povecanoj dostupnosti Cys34 grupe
(Jovanovi¢, 2013). Postavlja se pitanje da li 1 neki drugi molekuli (npr. polifenoli), za koje je
pokazano da se vezuju za HSA (Sinisi, 2015; Kamaran Khan, 2011; Pastukhov, 2007) mogu

dovesti do slicnih promena u okolini Cys34 grupe i uticati na njenu reaktivnost.
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4.5.2. Ispitivanje uticaja sastojaka metanolnih ekstrakata obezmasScenih

semenki lana, susama i golice na reaktivnost Cys34 tiolne grupe HSA

U pripremljenim metanolnim ekstraktima obezmaSc¢enih semenki lana, susama i golice
ispitali smo, pored antioksidativnog kapaciteta (poglavlje 3.3.7), i sadrzaje FFA (zbog utvrdenih
efekata masnih kiselina na reaktivnost Cys34 grupe, prikazanih u prethodnom poglavlju) i sadrzaj
fenola. Zastupljenost masnih kiselina u metanolnim ekstraktima obezmas¢enih semenki bila je:
16 mg u ekstraktu golice, 23 mg u ekstraktu lana i 132 mg u ekstraktu susama/100 g
obezmas¢enih semenki), dok je odredena zastupljenost polifenola izrazena u mg/ekvivalenata
galne kiseline/100 g obezmas¢enih semenki iznosila 16 u ekstraktu golice, 122 u ekstraktu lana i

36 u ekstraktu susama.

Uocavaju se znaCajne razlike izmedu metanolnih ekstrakata u pogledu odnosa
zastupljenosti ove dve klase jedinjenja. Dok je kod metanolnih ekstrakata obezmas¢enih semenki
lana sadrzaj polifenola oko 6 puta veci od sadrzaja FFA, kod susama je obrnuti odnos, tj. sadrzaj
masnih kiselina je oko 5 puta ve¢i od sadrzaja polifenola. U metanolnim ekstraktima golice
sadrzaj FFA i polifenola je gotovo jednak i najmanji u poredenju sa susamom i lanom. S obzirom
na utvrdeni efekat vezivanja masnih kiselina (prikazan u poglavlju 4.5.1.), namece se pitanje da li
je moguce uociti uticaj polifenola na reaktivnost slobodne tiolne grupe HSA pored prisustva FFA

u metanolnim ekstraktima.

mg/100g semenki

lan susam golica

Slika 35.  SadrZaj ne-esterifikovanih masnih kiselina (plava boja) i polifenola (crvena boja)

u metanolnim ekstraktima semenki lana, susama i golice.
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Inkubiranje kompleksa S/HSA 2:1 sa metanolnim ekstraktima (0.5 mg/mL) ispitivanih
semenki (lan, susam, golica), u trajanju od 80 minuta na temperaturi 37 °C, dovodi do porasta
brzine reakcije pseudo-prvog reda slobodne tiolne grupe HSA sa DTNB-om za 4.8 do 16.5 %
(Tabela 15), u odnosu na sam S/HSA 2:1. Redosled porasta reaktivnosti slobodne tiolne grupe
HSA je bio lan >> susam > golica i on je jednak redosledu opadanja sadrzaja polifenola u
ekstraktima semenki (Slika 35). Masnokiselinski profili metanolnih ekstrakata se znacajno
razlikuju, Sto komplikuje sagledavanje moguceg uticaja FFA prisutnih u ekstraktima. Medutim,
na osnovu poredenja ukupnog sadrzaja fenola i FFA u lanu i susamu i promena k' reakcije tiolne
grupe 1 DTNB moze se zakljuciti da je efekat fenolnih komponenata na reaktivnost tiolne grupe

viSe izrazen u odnosu na FFA.

Tabela 15. Konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (k’) za reakciju tiolne grupe S/HSA
(2:1) i S/HSA (2:1) pre-inkubiranog metanolnim ekstraktima obezmasdéenih

semenki lana, susama i golice.

Kompleks k' x107s" Promena reaktivnosti

slobodne tiolne grupe (%)

S/HSA (2:1) 12.39+0.03 -
S/HSA (2:1)+ekstrakt lana 144 +0.10 +16.5
S/HSA (2:1)+ekstrakt susama 13.26 £ 0.03 +8.6
S/HSA (2:1)+ekstrakt golice 12.98 £0.06 +4.8

Uticaj sastojaka metanolnih ekstrakata lana, susama i golice na reaktivnost S/HSA 2:1
ispitana je 1 u reakciji tiolne grupe sa vodonik-peroksidom (Slika 36). Uoc¢ava se da u prvih 30
minuta reakcije % izreagovanih slobodnih tiolnih grupa S/HSA 2:1 brze raste u prisustvu
ekstrakata+H,0,, u odnosu na sam H,0,. UocCene razlike mogle bi biti posledica pro-oksidativnog
delovanja samih ekstrakata, pa su paralelno postavljane i probe ekstrakti + S/HSA 2:1. Utvrdeno
je da samo pri inkubiranju S/HSA 2:1 sa ekstraktom golice dolazi do znacajnog sniZzenja sadrzaja
slobodnih tiolnih grupa HSA. Iz navedenog rezultata, za ekstrakte golice se ne moze re¢i da li

dovode do povecanja reaktivnosti Cys34 grupe, ali rezultati dobijeni za ekstrakte lana i susama
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pokazuju da se reaktivnost S/HSA 2:1 prema H,0, povecava kada se kompleks S/HSA 2:1

preinkubira sa pomenutim ekstraktima.

—l— H,0,+S/HSA 2:1

—@— L+H,0,+S/HSA 2:1
—4— S+H,0,+S/HSA 2:1
—%— G+H,0,+S/HSA 2:1

% izreagovanih HSA-SH
N
=
|

10 15 20 25 30

vreme (min)

Slika 36. Promene sadriaja Cys34-SH grupa kompleksa S/HSA 2:1, pre-inkubiranog sa
metanolnim ekstraktom lana (L), susama (S) i golice (G), u prisustvu vodonik-

peroksida.

Ispitivanje uticaja sastojaka metanolnih ekstrakata semenki na kinetiku reakcije slobodne
tiolne grupe odmasc¢enog HSA sa DTNB-om (Slika 37) pokazalo je da ispitivani ekstrakti dovode
do povecanja reaktivnosti tiolne grupe za 9.0 do 21.3 %. Ekstrakt golice pokazao je najveci

efekat, za njim sledi ekstrakt lana (povecanje reaktivnosti HSA-SH grupe za 18.0 %).

Kada se uporede efekti sastojaka metanolnih ekstrakata na reaktivnost Cys34 tiolne grupe
odmasc¢enog HSA 1 S/HSA 2:1 (Slika 38) uocava se da je efekat ekstrakta golice na povecanje
reaktivnosti tiolne grupe mnogo veci (za +21.3 %) u slu¢aju odmas¢enog HSA, u odnosu na

S/HSA 2:1 (+4.8 %). Za ekstrakte lana i susama nisu dobijene znacajne razlike.
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k'x 10'3 s

lan susam golica

Slika 37. Konstante brzine reakcije pseudo prvog reda (K') za reakciju tiolne grupe
odmascéenog HSA, pre-inkubiranog metanolnim ekstraktima obezmascenih semenki

lana, susama i golice, sa DTNB-om.

25

B u odnosu na odmaséeni HSA
7l v odnosu na S/HSA 2:1

20

porast reaktivnosti HSA-SH (%)

lan susam golica

Slika 38. Poredenje efekata sastojaka metanolnih ekstrakata obezmaséenih semenki lana,

susama i golice na reaktivnost odmaséenog HSA i kompleksa S/THSA 2:1

Time je pokazano da vezivanje S za HSA utice na efekat sastojaka metanolnih ekstrakata

golice na reaktivnost Cys34 tiolne grupe HSA. Svoj kompetitivni efekat S mogla bi ostvarivati ili
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tako Sto se komponenta/e ekstrakta golice i S vezuju za isto mesto na molekulu HSA i/ili zbog
konformacionih promena HSA molekula koje vezivanje S indukuje. Ukoliko bi komponenta bila
masna kiselina, izrazeniji efekat bi se dobio za ekstrakte lana i susama, jer je sadrzaj FFA u
njihovim ekstraktima ve¢i. Medutim, komponente metanolnih ekstrakata lana i susama pokazuju
gotovo jednak efekat na reaktivnost Cys34 tiolne grupe odmasc¢enog HSA i S/HSA 2:1.
Navedeno govori u prilog tome da bi neke druge komponente metanolnih ekstrakata golice, lana i
susama mogle uticati na utvrdene promene u konstantama brzine reakcije pseudoprvog reda
(reaktivnosti) tiolne grupe sa DTNB-om, a ne FFA prisutne u metanolnim ekstraktima.
Obezmascéene semenke predstavljaju otpadni industrijski materijal u toku proizvodnje ulja, i
njihovi metanolni ekstrakti su bogati lignanima, fenolnim kiselinama i u slucaju golice

hlorofilima.

4.5.3. Uticaj vezivanja FE za HSA na reaktivnost Cys34 tiolne grupe

Semenke bogate uljima sadrze fenolne kiseline, Ciji kvalitativni sastav zavisi od vrste
semenki. FE je rasprostranjeno fenolno jedinjenje u biljnim vrstama. U znacajnoj koli¢ini
prisutna je u semenu lana i susama, a ima je i u golici (Eliasson, 2003; Othman, 2015; Motrison,
2015; Dabrowski, 1984). Da bi se utvrdilo da li vezivanje polifenola prisutnih u semenkama lana,
susama i golice, moze imati uticaj na k' HSA-SH sa DTNB, ispitivanje je zapoceto prouavanjem
uticaja FE. Za FE pokazano je da se vezuje za BSA i HSA u IIA subdomenu (Li, 2014; Jin,
2012). Odredena je konstanta vezivanja, utvrdeno je dolazi do konformacionih promena HSA pri
njenom vezivanju. Medutim, do sada nije ispitivan uticaj vezivanja FE za HSA na reaktivnost

slobodne Cys34 tiolne grupe, odnosno na njen antioksidativni potencijal.

Kooperativnost 1 kompetitivnost interakcija izmedu masnih kiselina (tj. S) i FE mogli bi
biti znacajan faktor, koji pokazuje uticaj na reaktivnost slobodne Cys34 tiolne grupe albumina.
Znacaj ovih ispitivanja ogleda se i u tome $to nema literaturnih podataka o mogucem uticaju
masnih kiselina na interakcije FE sa HSA. Da bi se posmatrali i odgovaraju¢i fizioloski modeli,
pored odmascéenog HSA, ispitivani su kompleksi jedinjenja sa fenolnom strukturom i HSA, kod
koga je vezan jedan molekul S po molekulu HSA (S/HSA 1:1, prisutan pri normalnim
fizioloskim uslovima), i Cetiri molekula S (S/HSA 4:1, prisutan kod gladovanja, intenzivnog

vezbanja ili u patolosSkim stanjima).
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Uticaj interakcija FE 1 FFA, pri vezivanju za HSA, na reaktivnost tiolne grupe (kinetiku
reakcije sa DTNB) ispitivan je posle inkubiranja odmasé¢enog HSA ili S/HSA 1:1 ili 4:1 (0.25
mM) na 37 °C sa FE u trajanju od jednog sata, pri ¢emu je molarni odnos FE u odnosu na
ispitivan  HSA molekul bio 1:1. Vremenski tok reakcije (0 do 30min) pracen je
spektrofotometrijski, merenjem apsorbancije na 412 nm. Grafici dobijeni posle linearizacije
kinetickih rezultata, pokazuju da se reakcija odigrava po kinetici pseudo-prvog reda u odnosu na

koncentraciju slobodne tiolne grupe HSA (Slika 39).
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B odmas¢eni HSA-FE
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Slika 39. Linearni modeli kinetike reakcije pseudo prvog reda tiolne grupe kompleksa

odmaséenog HSA-FE, S/HSA 1:1-FE i S/HSA 4:1-FE sa DTNB-om.

Vezivanje FE za odmas¢eni, i S zamas¢eni HSA ispoljava blage, ali razlicite efekte na
reaktivnost tiolne grupe. Pri vezivanju FE za odmasS¢eni HSA reaktivnost tiolne grupe raste za 7.9
%. Vezivanje FE za S/HSA 1:1 ne dovodi do promene k', dok vezivanje za S/HSA 4:1 dovodi do
smanjenja (za 3.9 %) reaktivnosti tiolne grupe HSA (Tabela 16). Vrednosti k’ ukazuju da
interakcije FE sa HSA utiCu na reaktivnost tiolne grupe HSA i da na njen efekat zavisi od

molarnog odnosa vezanih masnih kiselina za HSA.
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Tabela 16. Konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (K’) za reakciju tiolne grupe
odmascéenog HSA, SVHSA (1:1 i 4:1), i njihovih kompleksa sa FE. Svako

odredivanje je uradeno u triplikatu.

Kompleks k' x107s” Promena reaktivnosti slobodne tiolne grupe
HSA (%) po vezivanju:
FE* S+FE"
Odmaséeni HSA 8.9+0.1
Odmaséeni HSA-FE 9.6+04 +7.9
S/HSA 1:1 11.6+0.3
S/HSA 1:1-FE 11.5+0.2 -0.9 +29.2
S/HSA 4:1 153+0.1
S/HSA 4:1-FE 147+04 -3.9 +65.2

“u poredenju sa odmagéenim HSA, S/HSA 1:1 i 4:1, redom; *u poredenju sa odmasgéenim HSA

U kompleksima S/HSA 1:1 i 4:1 reaktivnost Cys34 je povecana za 30.3 % 1 71.9 % u
odnosu na odmasceni HSA, redom. Pojedinacni doprinosi S i doprinosi FE promeni reaktivnosti
tiolne grupe HSA su sabrani i uporedeni sa kumulativnim efektom na reaktivnost slobodne tiolne
grupe HSA (Slika 40). Kao $to se vidi u Tabeli 16, FE dovodi do porasta reaktivnosti slobodne
tiolne grupe odmasc¢enog HSA za 7.9 %. Ako se ova vrednost sabere sa 30.3 %, koliko S (u
kompleksu S/HSA 1:1) doprinosi porastu reaktivnosti slobodne tiolne odmaséenog HSA, suma
pojedinacnih efekata bice 38.2% (Slika 40), dok je za kompleks S/HSA 1:1-FE dobijena
vrednost, kumulativni efekat od 29.2 %, neznatno manji od samog efekta S (Tabela 16, Slika 40).
U slu¢aju kompleksa S/HSA 4:1-FE, kumulativni efekat FE 1 S dovodi do smanjenja efekta samih
FA za 15 %.
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Slika 40.  Pojedinacan (kolona sa dve boje) i kumulativni efekat (kolona sa jednom bojom)
doprinosa stearinske kiseline (S) i ferulinske kiseline (FE) na promenu

reaktivnosti Cys34 grupe S/HSA 1:1 i S/HSA 4:1 u odnosu na odmaséeni HSA.

Moze se zakljuciti da vezivanje FE u odnosu FE/HSA 1:1 izaziva slabe promene u
reaktivnosti tiolne grupe Cys34. U fizioloSkim i patoloSkim stanjima u kojima je povecana
serumska koncentracija FFA, FFA vezane za HSA bi mogle uticati na efekte dijetarnog unosa FE
bogatih namimica (npr. lana) na reaktivnost slobodne tiolne grupe HSA (potencijal kao

antioksidanta).

4.5.4. Ispitivanje uticaja vezivanja EL i ED za HSA na reaktivnost

njegove Cys34 grupe

Lan i susam su namirnice sa najve¢im sadrzajem lignana. U lanu je najzastupljeniji SDG,
a u susamu sesamin i sesamolin (u neSto manjem iznosu) (Peterson, 2010; Eliasson, 2003;
Pathak, 2014). I za golicu je utvrdeno da sadrzi lignan sekoizolaricirezinol (Aldercreutz, 1997) i
laricirezinol (Sicilia, 2003). Lignani se u gastrointestinalnom traktu metaboliSu u enterolignane,

od kojih je najzastupljeniji EL, a zatim ED.
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Koncentracije gastrointestinalnih metabolita dijetarnih lignana EL 1 ED, odnosno njihovih
glukuronida i sulfata, povecavaju se u plazmi i urinu posle unosa hrane bogate lignanima (susam,
lan). Cilj ovog dela teze bio je da se ispita mogucéi uticaj interakcija enterolignana (EL i ED) sa
HSA na reaktivnost slobodne tiolne grupe HSA (antioksidativni potencijal), kao i da se proceni

uticu li masne kiseline (S kao model-sistem) na efekat enterolignana.

Kao i u slucaju FE, ispitivani molarni odnos EL i ED u odnosu na HSA (odmasc¢eni,
S/HSA1:1, S/HSA 4:1) bio je 1:1, a k’ odredena je nakon pre-inkubiranja odmas¢enog HSA na
37 °C sa EL ili ED, u trajanju od jednog sata.

Nadeno je da je k’ (reaktivnost) slobodne tiolne grupe HSA, posle vezivanja
entorolignana, u svim kompleksima sa HSA (sa i bez masnih kiselina) povecana (Slika 41,

Tabela 17).

B odmasceni HSA-ED
® S/HSA 1:1-ED
A S/HSA 4:1-ED

B odmasceni HSA-EL 2,04
» S/HSA 1:1-EL

A S/HSA 4:1-EL

2,5

3,0

354

In koncentracija HSA-SH (mM)
In koncentracija HSA-SH(mM)

[ ] | |
40

T T T T T T
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Slika 41.  Linearni modeli kinetike reakcije pseudo-prvog reda tiolne grupe kompleksa
odmaséenog HSA i S/HSA kompleksa (1:1 i 4:1) sa enterolaktonom (EL) i
enterodiolom (ED).

Najizrazeniji efekat na porast reaktivnosti slobodne tiolne grupe HSA (%) u odnosu na
odmasceni HSA je dobijen za kompleks odmasé¢eni HSA-EL, a zatim za odmasé¢eni HSA-ED
(33.1 % 1 13.6 %, redom). Kompleks odmas¢eni HSA-EL pokazao je sli¢nu reaktivnost kao
kompleks S/HSA 1:1 (vrednostk’ 11.8 + 0.4 x 107s™, naspram 11.6 + 0.3 x 10~ s, Tabela 17).

Na osnovu dobijenih k’ vrednosti moze se zakljuciti da vezivanje enterolignana dovodi do
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povecanja reaktivnosti tiolne grupe Cys34 i da je ovaj efekat izraZeniji pri niZim molarnim

odnosima S/HSA.

Tabela 17. Konstante brzine reakcije pseudo-prvog reda (k) za reakciju tiolne grupe

odmascéenog HSA, S/HSA (1:1 i 4:1), i njihovih kompleksa sa enterolignanima

sa DTNB-om.
Promena reaktivnosti slobodne tiolne grupe
Kompleks kK x107s HSA (%) po vezivanju
EL, ED? S+EL,ED"
Odmascéeni HSA 89+0.1
Odmascéeni HSA-EL 11.8+04 +33.1
Odmascéeni HSA-ED 10.1+£0.1 +13.6
S/HSA 1:1 11.6+0.3
S/HSA 1:1-EL 13.0+0.6 +12.6 +46.7
S/HSA 1:1-ED 128 +0.3 +10.9 +44 .4
S/HSA 4:1 153 +0.1
S/HSA 4:1-EL 17.0+0.3 +10.8 +91.1
S/HSA 4:1-ED 16.7+0.9 +9.1 +88.1

“u poredenju sa odmagéenim HSA, S/HSA 1:1 i 4:1, redom; u poredenju sa odmaséenim HSA

Uocava da oba enterolignana (EL i ED) i S povecavaju reaktivnost slobodne tiolne grupe
HSA u svim proucavanim kompleksima (Tabela 17). Pojedinacni doprinosi S i doprinosi EL i ED
promeni reaktivnosti slobodne tiolne grupe HSA su sabrani i uporedeni sa kumulativnim efektom
na reaktivnost Cys34 (Slika 42). Kao $to se vidi u Tabeli 17, EL dovodi do porasta reaktivnosti
tiolne grupe odmasc¢enog HSA za 33.1 %. Ako se ova vrednost sabere sa pojedinacnim
doprinosom S povecanju reaktivnosti tiolne grupe odmas¢enog HSA (30.3 %), suma
pojedinacnih efekata iznosi 63.4 % (Slika 42). Sa druge strane, za kompleks S/HSA 1:1-EL
dobijeno je povecanje reaktivnosti (vrednost za kumulativni efekat) od 46.7 % (Tabela 17, Slika

42). Dakle, evidentno je da S uti¢e/smanjuje efekat EL na reaktivnost slobodne tiolne grupe HSA
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1 ovaj uticaj (kompeticija) je neSto manje izraZzen pri manjem molarnom odnosu S/HSA (16.7 %
za S/HSA 1:1-EL u odnosu na 144 % za S/HSA 4:1-EL). Pri vezivanju ED za S/HSA
komplekse, negativni efekti S na reaktivnost tiolne grupe nisu utvrdeni (Slika 42).

Dobijeni rezultati, kojima je dokazano da enterolignani dovode do porasta reaktivnosti
slobodne tiolne grupe HSA, mogu biti veoma znacajni, jer ukazuju na mogucénost primene
fenolnih jedinjenja u modulaciji reaktivnosti (antioksidativhog potencijala) HSA dijetarnim
unosom hrane bogate lignanima, odnosno suplementacijom ishrane. Sa druge strane, u nekim
fizioloskim 1 patoloSkim stanjima, kod kojih je povecana serumska koncentracija FFA, ocekuje se

da bi one mogle uticati na efekat enterolignana/ lignana unetih sa namirnicama bogatim

lignanima.

1204 S/HSA 4:1

100

S/HSA 1:1
80

2oslS
o1l L |

Figure 42.  Pojedinacni (leva kolona sa dve boje) i kumulativni efekti (desna kolona sa

doprinos promeni reaktivnosti (%)

jednom bojom) doprinosa stearinske kiseline (S), enterolaktona (EL) i
enterodiola (ED) promeni reaktivnosti Cys34 grupe kompleksa S/HSA 1:1 i
S/HSA 4:1 u odnosu na odmascéeni HSA.
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4.6. Ispitivanje interakcija FE i enterolignana sa HSA
fluorescentnom spektroskopijom

Da bismo bolje sagledali, objasnili i razumeli uticaj FE, EL i ED na reaktivnost HSA-SH
grupe, interakcije FE, EL i ED sa odmaS¢enim HSA i1 S/HSA (1:1 i 4:1) su ispitane
fluorescentnom spektroskopijom. Talasna duzina ekscitacije bila je 280 nm, na kojoj 1 Trp214 i
Tyr ostaci HSA molekula fluoresciraju. Uprkos tome Sto je u strukturi HSA prisutno 18 Tyr
ostataka (Meloun, 1975) fluorescencija molekula pri ekscitiranju na ovoj talasnoj duzini potice

najviSe od jedinog Trp214, koji je lociran u subdomenu Ila (Lakovicz, 2006).

4.6.1. Ispitivanje interakcija FE sa HSA fluorescentnom spektroskopijom

4.6.1.1. Efekat vezivanja FE na fluorescenciju HSA

Usled vezivanja FE za odmaséeni HSA i S/HSA (1:1 i 4:1) dolazi do smanjenja
intenziteta fluorescencije na talasnoj duzini maksimuma emisije (340 nm) u poredenju sa

odmasé¢enim HSA i (S/HSA 1:114:1) (Slika 43).

Smanjenje intenziteta fluorescencije je zavisno od koncentracije dodatog liganda (FE), §to
ukazuje na to da dolazi do interakcija FE sa HSA uz promenu konformacije HSA molekula.
Pomeranje talasne duzine emisionog maksimuma ka niZzim talasnim duZinama (tzv. plavo
pomeranje, "blue shift") se narocito uocava kod kompleksa HSA-FE i S/HSA 4:1-FE. Ovi
rezultati ukazuju da bi mikro-okolina fluorofore HSA molekula (Trp214) mogla postati

hidrofobnija po vezivanju liganada (Lakovicz, 2006) tj. u prisustvu vecih koncentracija FE.

Vrednosti intenziteta fluorescencije na 340 nm su korigovane za "inner filter effect”
(Materijali i metode, jednacina 1) i potom su izracunate Stern-Volmerove konstante gasenja
fluorescencije (Materijali i metode, jednacina 2) iz nagiba regresione krive Fo/F-1 u odnosu na

koncentraciju kvencera [Q] (Slika 44).
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Slika 43.  Fluorescentni emisioni spektri: a) odmaséenog HSA, b) S/HSA 1 :1ic) S/THSA 4 :
1 u prisustvu razlic¢itih koncentracija ferulinske kiseline, na 25°C i pH 7.4. Talasna
duZina eksitacije je 280 nm. Emisioni spektri su snimani u opsegu od 300 do 420

nm. Koncentracija HSA je bila 0.5uM, a ferulinske kiseline 0.125 do 2.5 uM.
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Slika 44.  Stern-Volmerovi grafici za komplekse FE sa: a) odmaséenim HSA; b) S/HSA
1:1; ¢) S/HSA 4:1 na 25i 37 °C.

Za sve ispitivane komplekse HSA 1 liganada zavisnost je bila linearna (Pirsonovi
koeficenti korelacije, » su dati u Tabeli 18), Sto je omogucilo da se odrede Stern-Volmerove
konstante (Kgy).

Kako je prosean poluZivot biomolekula 10™ s, izradunate su konstante brzine gaSenja
fluorescence (kg). Dobijene vrednosti za kq (3.08 do 7.72 x 102 M's™) su za dva reda veli¢ina

veée od grani¢ne vrednosti konstante brzine difuzije biomolekula (~10'°Ms™), sto ukazuje da je
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mehanizam gasSenja fluorofore staticki (van de Weert, 2011). Kada je mehanizam gasenja
fluorescence staticki, vrednosti Ky, konstanti opadaju sa porastom temperature, Sto je takode
pokazano u naSim ispitivanjima (Tabela 18, Slika 44). Dobijeni rezultati, koji govore o statickom
mehanizmu gaSenja fluorescence HSA usled interakcija sa FE (na osnovu kq 1 temperaturne

zavisnosti vrednosti K, konstanti) su u saglasnosti sa literaturnim podacima (Kang, 2004).

Tabela 18.  Stern-Volmerove konstante gaSenja fluorescencije (Ks,) i Pirsonovi koeficijenti
korelacije (r). Prave za odredivanje ovih vrednosti dobijene su titracijom 0.5 uM

odmaséenog HSA i S/HSA (1:1 i 4:1) sa FE, koncentracije od 0.125 do 2.5 uM

(na 25i37°C).
Kompleks Ky x 10°(M™) r Ky x 10° (M) r
FE + 25°C 37°C
odmasc¢eni HSA 7.72 0.999 6.40 0.999
S/HSA 1:1 6.20 0.999 6.18 0.999
S/HSA 4:1 6.98 0.999 2.99 0.998

4.6.1.2. Karakterizacija vezivanja FE za HSA i komplekse S/HSA

Kada je potvrdeno da je mehanizam gaSenja staticki, izracunate su vrednosti konstanti
vezivanja (K4) FE za HSA (odmasceni, S/HSA 1:1, S/HSA 4:1) (odeljak Materijali i metode,
jednacina 4) (Tabela 19).

Vrednost K, FE za odmai¢eni HSA (9.71 x 10° M, na 25 °C) slaZe se sa vrednoiéu
dobijenom od strane Ojha i saradnika (2012) (9.787 x 10°M™, na 25 °C), ali je veéa u odnosu na
rezultate dobijene u drugim studijama (Kang, 2004; Jin, 2012; He, 2010). Za komplekse FE-
odmasceni BSA, metodom fluorometrijske spektroskopije, nadeno je da K, iznosi 0.51 x 10"M ™,
a NMR analizom i 6.7451 x 10*M™ (Jin, 2012). Medutim, kada se uporede K, vrednosti, one su

istog reda veli€ine.

Najveca vrednost K FE za HSA dobijena je za kompleks S/HSA 4:1-FE, na temperaturi

od 37 °C (12.32 x 10°M™). Ova vrednost je oko 2 puta veéa u odnosu na K FE za odmasceni
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HSA i 2.5 puta veca u odnosu na konstantu za S/HSA 1:1 (na 37 °C). Na 25 °C vezivanje FE je
bilo najjace u kompleksu S/HSA 1:1, ali razlike u odnosu na komplekse FE sa odmas¢enim HSA

1 S/HSA 4:1 nisu bile tako izrazene kao na temperaturi od 37 °C (Tabela 19).

Tabela 19. Konstante vezivanja (K4) FE za odma$céeni HSA, S/HSA 1:1i S/HSA 4:1

Kax 10° (M) K Ax10°(M™)
Kompleks FE+ 25°C 37°C
odmasceni HSA 9.71 5.60
S/HSA 1:1 10.23 441
S/HSA 4:1 7.39 12.32

Na osnovu dobijenih vrednosti za K, mogu se izraunati termodinamicki parametri (AH,
AG 1 AS) 1 re¢i neSto vise o vrsti interakcija izmedu ispitivanog liganda i HSA. Kada je AH<O i
AS<0, Van Der Waals-ove interakcije i vodoni¢ne veze igraju glavu ulogu u interakcijama
liganda 1 proteina, a za AH > 0 i AS > 0 u pitanju su hidrofobne interakcije (Ross, 1981).
Promene vrednosti termodinamickih parametara (Tabela 20) pri vezivanju FE za odmas¢eni HSA
1 S/HSA (1:1 i 4:1) pokazuju da postoje znacajne razlike u interakcijama FE i HSA. U
kompleksima odmasé¢eni HSA-FE i S/HSA 1:1-FE Van Der Waals-ove interakcije i vodonicne
veze igraju glavnu ulogu pri stvaranju kompleksa protein-ligand, dok su u kompleksu S/HSA 4:1-
FE dominantne hidrofobne sile. Rezultati spektrofluorimetrijskih odredivanja (Jin, 2012; Kang
2004; He 2010) uglavnom su pokazivali da su pri stvaranju kompleksa FE sa odmas¢enim HSA
dominantne hidrofobne sile, ali Ojha i saradnici (2012) su u direktnim kalorimetrijskim
merenjima pokazali da je pri stvaranju kompleksa FE-odmas¢eni BSA AH <01 AS <0, $to jeu

saglasnosti sa nasim rezultatima.

Nema puno literaturnih podataka o uticaju masnih kiselina na vezivanje polifenola za
HSA. Pantusa i saradnici (2012) su otkrili da na interakcije resveratola sa HSA utic¢e S. Konstanta
vezivanja resveratola za HSA se ne menja do molarnog odnosa S/HSA 3 do 4:1, ali se znacajno
smanjuje pri molarnom odnosu S/HSA 5:1 1 6:1. Rezultati dobijeni za HSA-FE komplekse u ovoj

disertaciji pokazuju da povecanje odnosa S/HSA do 4:1 dovodi do povecanja konstante
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vezivanja, odnosno da se uticaj S na vezivanje FE razlikuju u odnosu na onaj za komplekse

resveratola sa HSA.

Tabela 20. Termodinamicki parametri za formirane komplekse FE sa odma$éenim HSA i

S/HSA 1:11i4:1.
Kompleks
AG (KJ/mol) AH (KJ/mol) AS (J/K)
FE+
25°C -34.15
Odmaséeni HSA -35.23 -4
37°C -34.11
25°C -34.29
S/HSA 1:1 -53.86 -65
37°C -33.50
25°C -33.47
S/HSA 4:1 32.71 222
37°C -36.14

Pri normalnim fizioloskim uslovima 0.1 do 2 mola FFA je vezan po molu HSA, dok
molarni odnos masna kiseline/HSA moze da poraste iznad 6:1 u perifernoj cirkulaciji tokom
gladovanja ili intenzivnog treninga, ili u patoloskim stanjima, kao $to su dijabetes, bolesti jetre ili
kardiovaskularna oboljenja (Turell, 2013). NaSi rezultati ukazuju da bi u razli¢itim
(pato)fizioloskim stanjima masne kiseline mogle uticati na vezivanje FE za HSA, a time i na

efekte FE npr. na anti-trombogeno delovanje FE.

4.6.2. Interakcije EL i ED sa HSA

Vezivanje enterolignana EL i ED za HSA do sada nije ispitivano. U cilju boljeg
razumevanja uticaja enetrolignana na reaktivnost Cys34 tiolne grupe HSA molekula, ispitane su
interakcije enterolignana EL i ED sa odmas¢enim HSA i S/HSA (1:1 i 4:1) kompleksima

fluorescentnom spektroskopijom.
4.6.2.1. Fluorescentni spektri kompleksa enterolignana i HSA

HSA kompleksi su ekcitovani na 280 nm. Vezivanje EL i ED za odmas¢eni HSA, S/HSA
1:1 1 4:1 dovodi do gaSenja intenziteta fluorescence na talasnim duZinama maksimuma emisije

(oko 340 nm) u poredenju sa odmas¢enim HSA, S/HSA 1:1 14:1 (Slika 45).
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Slika 45.  Emisioni spektri odmasc¢enog, S/HSA 1:1 i S/HSA 4:1 kada se dodaju EL and ED
na 37 °C i pH 7.40. Talasna duZina ekscitacije 280 nm, emisioni spektar 300 do
420 nm. Koncentracija HSA 0.5 uM, koncentracije EL i ED 0.25 uM i 1.5 uM.
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Smanjenje fluorescencije je dozno-zavisno od koncentracije enterolignana, Sto pokazuje
da dolazi do interakcija enterolignana i HSA. Za komplekse odmaséeni HSA-EL i S/HSA 4:1-
EL uocava se i narocito ,,plavo* pomeranje talasne duzine maksimuma emisije ka nizim talasnim
duzinama, $to moze biti posledica promena u okruzenju ostatka Trp214. Usled promene
konformacije HSA, do koje dolazi u prisustvu velikih koncentracija EL, mikro-okolina Trp
postaje hidrofobnija. Promene fluorescencije HSA molekula (konformacione promene), koje
indukuje vezivanje ED za HSA su manje izraZzene u odnosu na promene izazvane vezivanjem EL
(Slika 45). Ovi efekti su u skladu sa efektima vezivanja ED i1 EL na reaktivnost slobodn tiolne
grupe HSA. Vezivanje EL dovodi do vecih promena reaktivnosti Cys34 tiolne grupe u odnosu na

ED (Poglavlje 4.5.4, Tabela 17).

Vrednosti intenziteta fluorescence kompleksa EL i ED na 340 nm korigovane za su , filter
inner efekat* (Materijali i metode jednacina 1) i konstruisane su regresione krive za relativni pad

intenziteta fluorescence (Fo/F-1) u odnosu na koncentracije EL ili ED ([Q])(Slika 46).

a) b)
0,3

0,15-

0.2

0,10

Fo/F-1
Fo/F-1

0,1
0,05

Slika 46. Stern-Volmerovi grafici: a) odmasSéeni HSA-EL, b) odma$éeni HSA-ED dobijeni
titracijom 0.5 uM odmasSéenog HSA sa enterolignanima (EL, ED) na 37 °C.
Koncentracija liganda (EL, ED) od 0.125 do 2.5 uM.
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Pirsonovi koeficijenti korelacije (r) i vrednosti Ky, (izraCunate prema jednacini 2,
Materijali i metode, poglavlje 3.3.15) prikazani su u Tabeli 21. Polaze¢i od toga da je poluzivot
biomolekula 10¥ s, izradunate su vrednosti. Dobijene vrednosti kq od 5.87 do 11.49 x 10"*M's™,
su za dva reda veli¢ine veée od grani¢ne vrednosti konstante brzine difuzije (~10'° M™' s™), §to

ukazuju da je mehanizam gaSenja fluorofore staticki, kao i u slu¢aju FE.

Tabela 21.  Stern-Volmerove konstante gaSenja fluorescence (Ks,) i Pirsonovi koeficijenti (r)

dobijeni za prave zavisnosti (Fo/F-1) od koncentracije enterolignana (EL ili ED)

[0].
Kompleks K x 10* (M'l) r
EL
+odmaséeni HSA 11.49 0.985
+ S/HSA 1:1 9.55 0.989
+ S/HSA 4:1 5.87 0.979
ED
+ odmascéeni HSA 6.98 0.989
+ S/HSA 1:1 6.95 0.974
+ S/HSA 4:1 7.02 0.984

Kao §to je napred receno, nema literaturnih podataka o vezivanju enterolignana za HSA.
Odredene vrednosti K, (izracunate prema jednacini 3, odeljak 3.3.15. Materijala i metoda) EL 1
ED za HSA (odmaséeni, S/HSA 1:1, S/HSA 4:1 nalaze se u opsegu od 1.92 do 11.64 x 10*M™
(Tabela 22). Ako se uporede dobijene vrednosti K, za komplekse EL i ED sa HSA, uocava se da
su dobijene K, za EL viSe u odnosu na vrednosti za ED u svim slu¢ajevima vezivanja ovih
enterolignana za molekule HSA (odmasceni, S/HSA 1:1 i1 4:1). Na osnovu dobijenih rezultata
moze se zakljuciti da je vezivanje EL nesto jace od vezivanja ED, i da se oba enterolignana (EL i
ED) vezuju za HSA umerenom jacinom, §to obezbeduje da se molekuli ovih enterolignana mogu
transportovati vezani za HSA, ali i da u cirkulaciji budu dostupni u slobodnoj formi (da bi

ostvarili svoj npr. antioksidativni efekat). Dobijeni rezultati za jace vezivanje EL u odnosu na ED
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su u saglasnosti sa rezultatima za efekte na reaktivnost slobodne Cys34 grupe HSA, kao i uocenoj
promeni konformacije molekula HSA (plavi pomeraj oko ostatka Trp214 u kompleksima EL-
HSA).

Tabela 22. Konstante vezivanja (K,) i broj mesta vezivanja (n) enterolignana (EL i ED) po
molekulu odmaséenog HSA i kompleksima S/HSA 1:1i 4:1.

Kompleks K.x10° (M) n
37°C
EL
+odmaséeni HSA 11.64 0.896
+ S/HSA 1:1 435 0.679
+ S/HSA 4:1 243 0.578
ED
+ odmascéeni HSA 5.59 0.818
+ S/HSA 1:1 2.50 0.610
+ S/HSA 4:1 1.92 0.507

Lignani su grupa polifenola sa pokazanim anti-estrogenskim, anti-mitoti¢kim 1 anti-
kancerogenim delovanjem. Transport apsorbovanih supstanci sa estrogenskim delovanjem,
prisutnih u biljkama, a posebno njihovo vezivanje za proteine odreduje farmakodinamiku,
farmakokinetiku i njihovu biolosku aktivnost. Dobijene vrednosti za K, EL 1 ED su u saglasnosti
sa vrednostima konstanti tipi¢no dobijenim za polifenole (10*do 10° M) (Sinisi, 2015; Kamaran
Khan, 2011; Pastukhov, 2007). Saglasnost postoji i sa vezivanjem genisteina, izoflavona iz soje,
za koji je utvrdeno da se vezuje za odmaiéeni HSA sa konstantom vezivanja 1.5 x 10° M
(Mahesha, 2006). Takode, odredene su i konstante disocijacije kompleka sa enterolignana sa
AFP: za kompleks EL-AFP konstanta iznosi 1.7 x 10° M, a za ED-AFP 2.2 x 10° M (Garreau,
1991). Martin 1 saradnici (1996) su ispitivali 1 vezivanje dijetarnih fitoestrogena za SBPr i
pokazali inhibitorni efekat vezivanja fitoestrogena na vezivanje polnih hormona. Dobijene
vrednosti za K, EL i ED pokazuju da HSA moze biti glavni molekul koji ucestvuje u njihovom

transportu. Osim toga, HSA je najzastupljeniji protein plazme sa koncentracijom od 0.6 mM,
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odnosno mnogo zastupljeniji od proteina specijalizovanog za prenos estrogena, Cija je
koncentracija u nM opsegu.

Medutim, EL i ED se uglavnom nalaze i u formi glukuronida i sulfata u telesnim
teCnostima (Xiao, 2012). Kako se reakcijama konjugacije ksenobiotika sa glukuronskom
kiselinom i sulfatom obezbeduje porast njihove rastvorljivosti u vodi i posledicno, eliminacija,
pretpostavljeno je da su EL i ED dominantno vezani za HSA u nekonjugovanom obliku. Stoga je
u vecini studija, koje su do sada uradene, ispitano vezivanje nativnih struktura polifenola za HSA.
Ipak, pokazano je i da konjugati polifenola (glukuronidi i sulfati) cirkuliSu vezani za albumin
(Galland, 2008; Dufour, 2005). Za konjugate hidroksicinamic¢nih kiselina utvrdeno je da je
afinitet vezivanja za albumin istog reda veli¢ine kao 1 za aglikone (Galland, 2008). Pokazano je,
takode, da promene u afinitetu vezivanja konjugata kvercentin-sulfata zavise od mesta
konjugacije (Defour, 2005). U skoraSnjoj in vitro studiji pokazano je da B-glukurodinaza iz
humanih neutrofila moze da katalizuje hidrolizu konjugata glukuronida i da ih na taj nacin

aktivira tokom inflamacije (Untergehrer, 2013).

Istovremeno vezivanje viSe razli¢itih liganada za HSA moze dovesti do promena u
njihovim pojedinacno odredenim afinitetima vezivanja. Ove promene mogu biti posledica
konformacionih promena u molekulu proteina i/ili toga §to se mesta vezivanja liganda preklapaju.
Najvisa vrednost K, dobijena je za kompleks odmagéeni HSA-EL (11.64 x 10°M™), a najniza za
kompleks S/HSA 4:1-ED (ED: 1.92 x 10* M, Tabela 22). MoZe se zakljugiti da sa porastom
odnosa S/HSA afinitet vezivanja EL i ED za HSA opada, i to za 2.7 (za S/HSA 1:1) 1 4.8 (za
S/HSA 4:1) puta za EL, odnosno 2.2 (za S/HSA 1:1)1 2.9 (za S/HSA 4:1) puta za ED, u odnosu

na na afinitet vezivanja ovih enterolignana za odmasc¢eni HSA (Tabela 22).

Ako se analiziraju vrednosti dobijene za n, uocava se da su dobijene n vrednosti za EL
viSe u odnosu na vrednosti dobijene za ED u svim slu¢ajevima vezivanja ovih enterolignana za
molekule HSA (odmasceni, S/HSA 1:1 i 4:1). Takode, se uocava da za oba enterolignana
odredene vrednosti n opadaju sa porastom broja vezanih molekula S za HSA (za EL od 0.896 na
odmas¢enom HSA do 0.578 na S/HSA 4:1 kompleksu i za ED od 0.818 na odmas¢enom HSA do
0.507 na S/HSA 4:1 kompleksu).

Koperativne 1 kompetitivne interakcije izmedu masnih kiselina i raznih klasa liganada

uocene su u brojnim studijama (Bojko, 2008; Bojko, 2009; Vorum, 1996), ali nema mnogo
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literaturnih podataka o uticaju masnih kiselina na vezivanje polifenola i fitoestrogena za HSA.
Podaci o uticaju S na vezivanje resveratola za HSA znatno se razlikuju od dobijenih za vezivanje
EL 1 ED u naSim ispitivanjima. Tako su Pantusa i saradnici (2012) utvrdili da se konstanta
vezivanja resveratola za HSA ne menja pri porastu molarnog odnosa S/HSA do 3:1 14:1, ada se
zna¢ajno smanjuje pri molarnim odnosima S/HSA 5:1 i 6:1. Na$i rezultati, dobijeni za K,
vrednosti HSA-enterolignan kompleksa, pokazuju da S menja afinitet vezivanja enterolignana za
HSA (smanjujuci vrednosti K, za oko 2.5 puta), ¢ak i pri odnosu S/HSA 1:1. Poveéanje molarnog
odnosa S/HSA do 4:1 (Tabela 22) dovodi do daljeg znaCajnog smanjenja afiniteta vezivanja
enterolignana za HSA. Dobijeni rezultati bi mogli biti veoma vazni sa fizioloSkog aspekta: kako
je pri normalnim fizioloskim uslovima 0.1 do 2 mol FFA vezano za HSA, a odnos FFA/HSA
moze se povecati ¢ak na 6:1 u perifernoj cirkulaciji, tokom intenzivnog vezbanja, ili u drugim
patoloskim stanjima kao §to je dijabetes, bolesti jetre 1 kardiovaskularna oboljenja (Turell, 2013;
), porast sadrzaja vezanih FFA za HSA u pobrojanim stanjima moglo bi da dovede do smanjenja
frakcije vezanih enterolignana za HSA, pri ¢emu bi paralelno doslo do porasla frakcije slobodnih
enterolignana u cirkulaciji, a to bi dovelo do promene farmakaokinetike i farmakodinamike datih
enterolignana. Na ovaj nacin bi se mogao menjati njihov antioksidativni potencijal, $to bi bilo od
naro¢itog znacaja u patoloSkim stanjima koja su pracena povecanjem oksidativnog stresa

(dijabetes, bolestima bubrega).

Promene u afinitetu vezivanja ED 1 EL za HSA mogle bi biti posledica konformacionih
promena HSA molekula indukovane od strane S, koje uticu na vezivanje liganada za HSA
(Bojko, 2008; Bojko, 2009; Vorum, 1996). Takode, smanjenje afiniteta vezivanja EL 1 ED za
HSA u prisustvu S moglo bi biti posledica preklapanja dva glavna vezujuc¢a mesta za egzogene
supstance (mesto I i II) sa vezuju¢im mestima za FFA: vezuju¢e mesto I u subdomenu IIA
preklapa se sa mestom 7 za masne kiseline, a vezuju¢e mesto II, locirano u subdomenu IIIA,

preklapa se sa mestima 3 i 4 za masne kiseline.

Broj vezuju¢ih mesta za enterolignane na odmasc¢enom HSA je oko 1 (Tabela 22).
Vezivanje S za HSA (u odnosu 1:1) dovodi do izraZzenog smanjenja broja vezuju¢ih mesta za EL
1 ED. Dalje povec¢anje broja vezanih molekula S po molekulu HSA (do odnosa 4:1) izaziva dalje
smanjenje broja vezujuc¢ih mesta, ali je ovo smanjenje manje izrazeno. EL 1 ED se za HSA vezuju

na mestu vezivanja diazepama (rezultati su prikazani u slede¢em odeljku 4.7.). Wong i saradnici
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(1979) su pokazali da PA i OA uticu i na K, i na vrednost n diazepama za HSA. Slicno uo¢enom
efektu ovih kiselina, vezivanje S za HSA bi moglo ispoljiti jednak uticaj na broj vezuju¢ih mesta

za EL 1 ED.

4.7. Mesta vezivanja EL i ED za HSA

HSA je molekul koji je ukljucen u transport brojnih endogenih (FFA, bilirubina, zu¢nih
soli, steridnih hormona, hematina, triptofana, tiroksina i nekih vitamina), nekoliko metalnih jona i
razliCitih egzogenih supstanci (npr. polifenola i lekova). HSA ima 7 vezuju¢ih mesta za
dugolancane 1 masne kiseline srednje duZzine lanca, ¢iji afiniteti se medusobno razlikuju, a koja su
rasporedena u svih Sest subdomena HSA molekula. Postoje takode cetiri vezujuéa mesta za
tiroksin, nekoliko mesta za vezivanje metala, ukljucujuci i mesto na albuminu u blizini Cys34
HSA. Egzogeni ligandi se obicno vezuju za jedno ili drugo glavno vezujuce mesto (subdomeni
ITA 1 IITA). Kao Sto je ve¢ bilo reci, glavna vezuju¢a mesta I i II se preklapaju sa mestima
vezivanja masnih kiselina.

FE se vezuje za vezujuce mesto I u subdomenu ITA molekula BSA/HSA (Li, 2014; Jin,
2012). U okviru vezuju¢eg mesta II, u subdomenu IIIA, smeStena su dva mesta za vezivanje
masnih kiselina (mesta 3 i 4), od kojih je jedno visoko-afinitetno (mesto 3). Masne kiseline bi,
stoga, mogle ispoljiti veéi uticaj na vezivanje liganada za mesto II. U Poglavlju 4.54. je
pokazano da vezivanje S za HSA smanjuje efekat EL na reaktivnost tiolne grupe. Postavlja se

pitanje da li se EL, odnosno ED, vezuje za HSA na mestu vezivanja II, u okviru subdomena IITA.

Kako se kao stereotipi¢an ligand za vezujuce mesto Il moze koristiti diazepam (Ni, 2011),
ispitivano je na koji nacin prethodno vezivanje EL i ED za HSA moze da uti¢e na vezivanje
diazepama za molekule HSA, tj. da li dolazi do promene K, diazepama za HSA ako su prethodno
vezana ova dva enterolignana. Kao model sistem za ispitivanje ovih efekata, enterolignana na
vezivanje diazepama za HSA, koris¢en je odmasceni HSA, iz razloga da bi se izbegao
istovremeni efekat vezivanja enterolignana i FFA. Kao referentni model u odnosu na ispitivani
model uticaja enterolignana na vezivanje diazepama, uzet je odmaSc¢eni HSA i S/HSA 1:1
kompleks. Merena je promene intenziteta fluorescencije Trp 214 prilikom vezivanja diazepama
za odmasc¢eni HSA, S/HSA 1:1, i za komplekse odmasc¢eni HSA-EL i odmasc¢eni HSA-ED (Slika
47).
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Slika 47.  Efekat vezivanja daizepama na intezitet fluorescencije odmascéenog HSA (a),

odmascéenog HSA-EL (b), odmaséenog HSA-ED (c) i S/HSA 1:1 (d), na 25 °C i
PH 7.4. Talasna duZina ekscitacije 280 nm, C(HSA)= 0.5 uM, koncentracija

diazepama u opsegu od 0 do 1.5 uM, uz porast od 0.125 uM (krive 1-12).
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U svim slu¢ajevima dobijeno je da postepeni porast odnosa diazepama prema HSA od 0:1
do 3:1 ima za posledicu postepeno smanjenje intenziteta fluorescencije. Ako se posmatra pozicija
maksimuma pika fluorescencije, uo€ava se pomeranje ka manjim talasnim duzinama (tkz. “blue
shift”) i1 to pomeranje je naroCito izrazeno za kompleks odmasé¢eni HSA-EL za koji je dobijeno
znacajno pomeranje apsorpcionog maksimuma ka manjim talasnim duzinama (Amax 0od 340 do
336 nm) (Slika 47b), Sto ukazuje da bi ostatak Trp214 mogao biti lociran u hidrofobnijem

okruzenju posle zamene EL sa diazepamom.

Tabela 23. Konstante vezivanja diazepama za odmascéeni HSA, komplekse odmascéeni HSA-

EL, odmaséeni HSA-ED i S/THSA 1:1.

Kompleks K.x 10°M™

Diazepam +

odmaséeni HSA 18.28
odmaséeni HSA-EL 2.68
odmaséeni HSA-ED 12.56

S/HSA 1:1 6.05

Da bi se olakSalo poredenje uticaja S, EL i ED na vezivanje diazepama za HSA, na
osnovu smanjenja intenziteta fluorescencije izracunate su K, (primenom jednacine 4, Materijal i
metode, poglavlje 3.3.15) diazepama za odmas¢eni HSA, komplekse odmas¢eni HSA-EL,
odmasc¢eni HSA-ED i S/HSA 1:1 (Tabela 23). Najveca vrednost K, dobijena je pri vezivanju
diazepama za odmas¢eni HSA (18.28 x 10* M™). Vezivanje S ili enterolignana (EL ili ED) za
odmasceni HSA dovodi do znaCajnog smanjenja vrednosti K, diazepama, u odnosu na dobijenu
K, za kompleks diazepam-odmaséeni HSA. Ako se posmatra efekat pojedinacnih liganada (S, EL
ili ED) na K, diazepama za HSA, moze se uociti da EL pokazuje najve¢i, a ED najmanji efekat.
Vezivanje EL za HSA dovodi do smanjenja K, diazepama za 6.8 puta, dok vezivanje ED za HSA

dovodi do smanjenja K, diazepama za samo 0.69 puta. Efekat koji vezivanje S za HSA pokazuje
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na vezivanje diazepama je izmedu efekta ispitivanih enterolignana (EL i ED) (K, se smanjuje za

3 puta).

Na osnovu dobijenih rezultata, i sli¢nosti struktura ispitivanih enterolignana moze se
zakljuc€iti da se vezivno mesto na molekulu HSA za EL i ED, najverovatnije nalazi u okviru
vezuju¢eg mesta II, tj. u subdomenu IIIA. Budu¢i da je efekat EL na vezivanje diazepama
izrazeniji u odnosu na ED, moglo bi se zakljuciti da je ovaj efekat posledica malih strukturnih
razlika koja postoji izmedu ovih molekula. Naime, kod EL je prisutan laktonski prsten, dok ED
ima dve hidroksilne grupe koje mogu da ucestvuju u formiranju vodoni¢nih veza izmedu ED i
bo¢nih aminokiselinskih ostataka HSA. U prilog navedenom literaturni podaci ukazuju da kod
hidroksicinami¢nih kiselina i samog molekula FE razli¢iti tipovi interakcija ucestvuju u vezivanju
za HSA, kao i da vodoni¢ne veze igraju znacajnu ulogu u interakcijama sa HSA i da to moze

znacajno da uti¢e na K, vrednosti kompleksa hidroksicainamicna kiselina-HSA.

Kako se i1 visokoafinitetno mesto vezivanja masnih kiselina nalazi u IIIA subdomenu,
moze se zakljuciti da su pri odnosu S/HSA 1:1 molekuli S vezani za ovo vezujuce mesto i dovode
do uocenog smanjenja K, diazepama za HSA. U svim ispitivanim kompleksima liganada (S, EL
ili ED) sa HSA, uocava se postojanje kompeticije izmedu vezivanja liganada 1 diazepama za isto
vezuju¢e mesto. Postojanje kompeticije za isto vezuju¢e mesto moze imati znacaju ulogu u
patoloskim stanjima u kojima se u terapiji koristi diazepam (npr. depresija), jer suplementacija
ishrane namirnicama bogatim lignanima moZe da menja farmakokinetiku i farmakodinamiku

diazepama, doprinoseci porastu slobodne frakcije ovog leka.

4. 8. Povezanost afiniteta vezivanja FE, EL i ED za HSA sa
promenom reaktivnosti Cys34 tiolne grupe

Najveca vrednost konstante vezivanja (K,) dobijena je za kompleks odmas¢eni HSA-EL

(Tabela 23), kao i1 najveci porast reaktivnosti Cys34 tiolne grupe pri vezivanju EL za odmaséeni
HSA (Tabela 17).
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Slika 48.  Povezanost izmedu vezujulih konstanti (K,) i porasta reaktivnosti Cys34 tiolne

grupe HSA (%) za komplekse EL i ED sa odma$céenim HSA, S/HSA 1:1, 4:1.
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Ispitivanjem korelacije izmedu vrednosti Ka kompleksa HSA-enterolignani (odmaséeni
HSA-EL, odmasS¢eni HSA-ED, S/HSA 1:1-EL, S/HSA 1:1-ED, S/HSA 1:4-EL 1 S/HSA 1:4-ED)
1 porasta reaktivnosti slobodne tiolne grupe HSA, dobijena je visoka vrednost Pirsonovog
koeficijenta korelacije (1=0.974, Slika 48). Ovi rezultati ukazuju da ja€ina interakcija izmedu
enterolignana (EL, ED) i HSA u subdomenu IIIA, i promena konformacije HSA indukovana

ovim interakcijama, predstavlja znacajan faktor koji uti¢e na porast reaktivnost i Cys34 tiolne

grupe.

Istovremeno, pokazano je da S utie i na vezivanje FE, kao i1 na reaktivnost slobodne
tiolne grupe HSA u FE-HSA kompleksima. Medutim, nije nadena linearna zavisnost izmedu Ka 1
promena reaktivnosti Cys34 tiolne grupe HSA, kao u kompleksima EL i ED sa HSA. U
kompleksu S/HSA 4:1-FE dolazi do pada reaktivnosti slobodne tiolne grupe u odnosu na S/HSA
4:1, ali je pokazano da se i vrsta interakcija u ovom kompleksu (na osnovu odredivanja

termodinamickih parametara) veoma razlikuje u odnosu na komplekse odmaséeni HSA-FE,

S/HSA 1:1-FE.

Uocene razlike za enterolignane i FE mogle bi biti posledica vezivanja za razlicita
vezujuc¢a mesta na molekulu HSA (EL i ED se vezuju za vezuju¢e mesto II, a FE za vezujuce
mesto ). Polifenoli predstavljaju veliku, heterogenu grupu jedinjenja za koje postoje podaci o
vezivanju za BSA/HSA i za vec¢inu njih utvrdeno je da se vezuju u okviru vezujuéeg mesta |
(Pantusa, 2012; Ojha, 2012; Jin, 2010), kao i molekul FE. Nema literaturnih podataka o uticaju
vezivanja liganada u okviru vezuju¢ih mesta I i II na reaktivnost Cys34 tiolne grupe HSA.
Rezultati nasih ispitivanja pokazuju da bi vezivanje u okviru subdomena IITA moglo imati ve¢i
uticaj na promenu okruzenja i izloZzenost Cys34 tiolne grupe, a time i na porast njene reaktivnosti.
S obzirom da rezultati pokazuju da vezivanje FE dovodi do razli¢itih efekata na reaktivnost
slobodne tiolne grupe HSA u zavisnosti od toga da li je i koliko molekula S vezano za HSA,
neophodna su dalja ispitivanja uticaja vezivanja liganada za subdomen IIA na reaktivnost Cys34
tiolne grupe, posebno jer se i polifenoli uglavnom vezuju u ovom subdomenu. Takode, vazno je i
rasvetliti povezanost vezivanja molekula za HSA (jacina interakcija, mesto vezivanja) i promena

u reaktivnosti slobodne tiolne grupe HSA.
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Zbog uloge HSA molekula u antioksidativnoj zastiti veoma je znacajno ispitati da li je
moguce, u kolikoj meri i na koji nafin uticati ishranom npr. unosom namirnica bogatih
polifenolima na antioksidativni potencijal HSA, tj. na reaktivnost slobodne tiolne grupe HSA.
Kako u odredenim patoloskim stanjima raste odnos FFA/HSA, koji dovodi do porasta
reaktivnosti tiolne grupe HSA, i to bi moglo predstavljati adaptivni mehanizam na povisen
oksidativni stres, potrebno je ispitati i sinergisticki uticaj FFA i polifenola na reaktivnost tiolne

grupe HSA pri povecanju odnosa FFA/HSA.
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5. ZAKLJUCAK



Na osnovu rezultata istrazivanja, dobijenih u okviru ove disertacije, izvedeni su sledeci

zakljucci:
1. Lipidi semenki lana, susama i golice sadrZe znac¢ajne koli¢ine esencijalnih masnih kiselina

Analizom masnokiselinskih profila ukupnih lipidnih ekstrakata semenki potvrdeno je da su
semenke lana, susama i golice znacajan dijetarni izvor polinezasi¢enih masnih kiselina (PUFA).
Semenke lana bogate su sa a-linolenska kiselina (ALA) (50.38 + 3.48 g/100 g ukupnih lipida,
odnosno 22.377 + 4.207 g/100 g semenki), dok je njen sadrzaj u semenkama susama i golice
nizak (0.38 £0.10 g/100 g lipida i 188 + 37 mg/100 g semenki; 0.27 £ 0.13 g/100 g lipida i 109 +
55 mg/100 g semenki, redom). Linolna kiselina (LA) predstavlja najzastupljeniju masnu kiselinu
u semenkama susama (43.98 + 0.30 g/100 g lipida 1 22.106 £ 1.211 g/100 g semenki) i golice
(43.28 £0.33 g/100 g lipidai17.42 +0.770 g/100 g semenki).

2. Hladno-cedena ulja sadrZe lipofilne antioksidanse

Ispitivanje antioksidativne aktivnosti hladno-cedenih ulja rezultiralo je slede¢im
redosledom: rafinisano suncokretovo ulje > maslinovo ulje > ulje lana> ulje golice > ulje susama.
Antioksidativna aktivnost ulja, odredena DPPH testom, bila je u opsegu od 970 do 2000 pmola
TE/1000 g ulja. Antioksidativna aktivnost hidrofilne frakcije ulja bila je veoma niska, sem za
hladno-cedeno maslinovo ulje (30.03 mg TE/1000g ulja). Sadrzaj hidrofilnih antioksidanasa u
ostalim analiziranim hladno-cedenim uljima bio je daleko manji od sadrzaja lipofilnih (od 158
puta za hladno-cedeno ulje susama, do 345 puta za rafinisano suncokretovo ulje). Dobijeni

rezultati ukazuju da bi sadrzaj polifenola u uljima mogao biti mali.

3. Pored lipofilnih antioksidanasa, metanolni ekstrakti obezmas¢enih semenki (posebno

lana) pokazuju znacajnu antioksidativnu aktivnost

Za antioksidativne potencijale metanolnih ekstrakata obezmas¢enih semenki lana susama
1 golice, koji su odredeni DPPH i ABTS test-om, dobijen je slede¢i redosled: lan>>susam>golica,
koji odgovara redosledu sadrzaja ukupnih fenola u ekstraktima. Poredenje antioksidativne
aktivnosti ulja i metanolnih ekstrakata obezmaS¢enih semenki pokazalo je da je antioksidativni

kapacitet metanolnog ekstrakta lana ve¢i od kapaciteta hladno-cedenog ulja. U slu€aju susama i
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golice, hladno-cedena ulja pokazuju vecéi antioksidativni kapacitet u odnosu na ekstrakte

obezmas$cenih semenki.

4. Kod obolelih osoba sa hroniénom bubreZnom slabo$¢u, na programu hemodijalize,
suplementacija ishrane smeSom semenki lan/susam/golica (3:1:1, maseni udeli), u trajanju
od 12 nedelja, dovodi do znacajnih promena, koje bi mogle voditi smanjenju rizika za

razvoj kardiovaskularnih oboljenja

Suplementacija ishrane bolesnika na programu hemodijalize dovela je do statisticki
znaajnih promena parametara lipidnog statusa (TG, TC), glikoregulacije (glukoza, insulin,
HOMA-IR), krvnog pritiska (DBP, SBP) i faktora inflamacije (TNF-a, hs-CRP, IL-6), kao i do
poboljSanja vezanih za simptome pruritusa kod svih pacijenata. Sadrzaj ukupnog holesterola
smanjen je za 7 % (p<0.05) u odnosu na pocetne vrednosti, a sadrzaj triacilglicerola za 30 %
(p<0.001). Smanjenje krvnog pritiska, i to SBP za oko 11 mmHg i DBP za 6 mmHg, posle
suplementacije, bilo je znacajno na nivou p<0.01. Postignuto je i statisticki znacajno smanjenje
srednjih vrednosti sadrzaja glukoze, insulina i parametra HOMA-IR (parametara glikoregulacije,
p<0.05), kao i faktora inflamacije (TNF-a, hs-CRP, IL-6, p<0.001).

Zastupljenost zasi¢enih masnih kiselina (SFA) u fosfolipidima seruma je znacajno
smanjena (p<0.001), dok je zastupljenost mononezasi¢enih masnih kiselina (MUFA) i PUFA
povecana (p<0.01; p<0.001, redom). Nadene su statisticki znaCajne negativne korelacije izmedu
n-3, kao i n-6 masnih kiselina, i ispitivanih faktora inflamacije. Istovremeno, pokazano je da
postoji dobra korelacija indeksa nezasi¢enosti (“unsaturation”) sa faktorima inflamacije (-0,410

do -0,477, p<0,001).

5. Promene u masnokiselinskim profilima pacijenata (na program hemodijalize) tokom

suplementacije, mogle bi biti posledica promena u njihovom antioksidativnom statusu

Masnokiselinski profil fosfolipida seruma predstavlja validan biohemijski marker
dijetarnog unosa masnih kiselina. Kako je smeSa semenki lan/susam/golica (3:1:1)znacajan
dijetarni izvor oleinske kiseline (OA), LA i ALA, postignute su promene u zastupljenosti OA,
ukupnih n-6 i n-3 masnih kiselina. Sadrzaj dugolanc¢anih n-6 i n-3 masnih kiselina znacajno je
povecan delovanjem elongaza i desaturaza, iako na osnovu izracunatih indeksa aktivnosti

desaturaza nije nadena znacajna razlika u njihovim aktivnostima na kraju u odnosu na pocetak
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studije. Literaturni podaci govore o ograni¢enoj mogucnosti prevodenja ALA u eikozapentaenska
kiselina (EPA) i dokozaheksaenska kiselina (DHA). Medutim, kod ispitivanih pacijenata na
hemodijalizi doslo je do znacajnog (p<0.01) porasta zastupljenosti DHA u fosfolipidima seruma.
Kako zastupljenost PUFA predstavlja i indirektni parametar antioksidativnog statusa, promene u

zastupljenosti DHA mogu da budu i posledica promena u antioksidativnom statusu.

6. Potvrdeno je da vezivanje stearinske Kiseline (S) za humani serum-albumin (HSA)

povecava reaktivnost Cys34 tiolne grupe

Dobijene vrednosti konstanti brzine reakcije pseudo-prvog reda (k') za reakciju tiolne
grupe Cys34, odmasé¢enog HSA i1 kompleksa HSA sa S (S/HSA 1:1,S/HSA 2:1 i S/HSA 4:1), i
DTNB-a: 8.9 + 0.1 x 10°s™, 11.6 £ 0.3 x 10° s, 12.39 + 0.03 x 107s", i 15.3 + 0.1x10° 5™,
redom,potvrdile su da vezivanje S za HSA dovodi do znacajnog povecanja (za 30.3 %, 39.2 % 1

71.9 % u odnosu na odmaséeni HSA, redom) reaktivnosti slobodne tiolene grupe HSA.

7. Sastojci metanolnih ekstrakata obezmascenih semenki uti¢u na reaktivnost Cys34 grupe
HSA i ovaj efekat nije posredovan masnim Kiselinama, koje su prisutne u znacajnim

koli¢inama u metanolnim ekstraktima

Inkubiranje kompleksa S/HSA (2:1) sa metanolnim ekstraktima (0.5 mg/ mL) ispitivanih
semenki (lan, susam, golica) dovodi do porasta k' HSA-Cys34 tiolne grupe sa DTNB-om za 4.8
do 16.5 %, u odnosu na sam S/HSA 2:1. Efekat sastojaka metanolnih ekstrakata obezmas¢enih
semenki na porast reaktivnosti HSA-SH ispoljava se prema sledeem redosledu:
golica<susam<<lan i ovaj redosled odgovara porastu sadrzaja polifenola u ekstraktima semenki.
Sa druge strane, povecanje reaktivnostitiolne grupe obezmasc¢enog HSA (od 9.0 do 21.3%) u
prisustvu sastojaka metanolnih ekstrakata semenki odvija seu redosledu: susam<lan<golica.
Efekat ekstrakta golice na povecanje reaktivnosti tiolne grupe mnogo je veci (za +21.3 %) u
slucaju odmas¢enog HSA u odnosu na kompleks S/HSA 2:1 (+4.8 %). Time je dokazano da
vezivanje S za HSA utice kompetitivno na efekat sastojaka metanolnih ekstrakata golice na
reaktivnost HSA-SH grupe. Rezultati, takode, ukazuju da bi i neke druge komponente metanolnih
ekstrakata ispitivanih semenki mogle uticati na utvrdene promene u k' (reaktivnosti) tiolne grupe

sa DTNB-om, a ne masne kiseline.
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8. Vezivanje ferulinske kiseline (FE) za HSA ispoljava blage efekte na reaktivnost slobodne

tiolne grupe

Vezivanjem FE za odmas¢eni 1 S zamaS¢eni HSA ispoljava blage, ali razlicite efekte na
reaktivnost tiolne grupe. Pri vezivanju FE za odmasc¢eni HSA (&ija je vrednost k'=8.9+0.1 x 107
s'l) reaktivnost tiolne grupe raste za 7.9 % (k'=9.6 = 0.1 x 107 s'l), dok vezivanje za S/HSA 1:1
ne dovodi do promene k' (k'=11.6 £ 0.3 x 107 s, 11.5 £ 0.2 x 10” s, redom), a vezivanje za
S/HSA 4:1 dovodi do smanjenja njene vrednosti za 3.9 % (15.3+ 0.1 x 107 s™, 14.7 £ 0.4 x 107
s, redom). Efekat FE na reaktivnost tiolne grupe zavisi od molarnog odnosa vezanih masnih

kiselina za HSA.

9. Interakcije enterolignana sa HSA povecavaju k' HSA-Cys 34 tiolne grupe sa DTNB-om,

a vezivanje S za HSA smanjuje efekat enterolignana na reaktivnost

Vrednosti k' (reaktivnost) HSA-Cys 34 tiolne grupe, posle vezivanja entorolignana
(enterolaktona-EL i enterodiola-ED), u svim kompleksima sa HSA (sa i bez masnih kiselina) su
povecane. Najizrazeniji efekat (povecCanje reaktivnosti za 33.1 %) dobijen je za kompleks
odmasc¢eni HSA-EL, koji je pokazao sli¢nu reaktivnost tiolne grupe kao kompleks S/HSA 1:1
(vrednost k’ 11.8 + 0.4 x 10”s™, naspram 11.6 + 0.3 x 107s™, redom).Vezivanje enterolignana za
kompleks S/HSA 1:1 dovodi do dodatnog povecanja reaktivnosti, ali je ono manje izraZzeno (za
oko 11 %). Dobijeni rezultati ukazuju na moguénost modulacije reaktivnosti (antioksidativnog
potencijala) HSA-SH fenolnim jedinjenjima, odnosno dijetarnim unosom hrane bogate lignanima
pri suplementaciji ishrane. Sa druge strane, u nekim fiziolo§kim i patoloskim stanjima, kod kojih
je povecana serumska koncentracija ne-esterifikovanih masnih kiselina, ocekuje se da bi one

mogle uticati na efekat enterolignana/lignana unetih namirnicama.

10. Pri vezivanju FE za kompleks S/HSA (4:1) dolazi do znacajnih promena u nacinu i

afinitetu vezivanja

Dobijeni rezultati, koji govore o statickom mehanizmu gaSenja fluorescence HSA, usled
interakcija sa FE (na osnovu kg i temperaturne zavisnosti vrednosti K, konstanti), su u
saglasnosti sa literaturnim podacima. Najveca vrednost konstante vezivanja FE za HSA dobijena
je za kompleks S/HSA 4:1-FE, na temperaturi od 37 °C (12.32 x 10° M™). Ova vrednost je oko 2

puta veca u odnosu na konstantu vezivanja FE za odmas¢eni HSA i 2.5 puta veca u odnosu na
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konstantu za S/HSA 1:1 (na 37 °C). Na 25 °C vezivanje FE je bilo najjace u kompleksu S/HSA
1:1, ali razlike u odnosu na komplekse FE sa odmas¢enim HSA i S/HSA 4:1 nisu bile tako
izrazene kao na temperaturi od 37 °C. Na osnovu izraCunatih promena vrednosti
termodinamickih parametara pokazano je da su u kompleksima odmaséeni HSA-FE i S/HSA 1:1-
FE Van Der Waalsove i vodoni¢ne interakcije dominantne, dok su u kompleksu S/HSA 4:1-FE to

hidrofobne sile.

11. EL i ED se vezuju umerenim afinitetom za vezujuce mesto II u subdomenu IITA HSA,
pri ¢emu prisustvo S dovodi do smanjenja intenziteta interakcija u kompleksima HSA-

enterolignani

Vrednosti konstanti vezivanja enterolignana za odmasSc¢eni HSA, S/HSA 1:1 1 S/HSA 4:1
nalaze se u opsegu od 1.92 do 11.64 x 10*M™, §to pokazuje da je afinitet vezivanja EL i ED za
HSA umerene jacine. Ovim se obezbeduje da se molekuli enterolignana mogu transportovati
vezani za HSA, ali i da u cirkulaciji budu dostupni u slobodnoj formi (da bi ostvarili svoj npr.
antioksidativni efekat). Izmedu vrednosti konstanti vezivanja enterolignana (EL, ED) za HSA i
porasta reaktivnosti slobodne tiolne grupe utvrdena je visoka pozitivna korelacija (r=0.974). Time
je dokazano da jacina interakcija izmedu enterolignana (EL, ED) i HSA u subdomenu IIIA, i
promena konformacije HSA indukovana ovim interakcijama, predstavlja znacajan faktor koji

utice na porast reaktivnosti Cys34 tiolne grupe.

Razlike u efektu vezivanja FE i enterolignana za HSA na reaktivnost Cys34 tiolne grupe

mogu biti posledica njihovog vezivanja za razli¢ita mesta na molekulu HSA.
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UPITNIK

PROCENA SIMPTOMA UREMIJSKOG PRURITUSA (SVRABA)
KOD BOLESNIKA NA HEMODIJALIZI

1. Da li ste primetili da vam je koza suva ili vas svrbi? (okruZiti) DA NE

2. Koliko uc€estalo primecéujete da vam je koza suva ili se javlja svrab? (okruZiti)

nikad

mesecno

svake dve nedelje
nedeljno
svakodnevno

3. Kako biste opisali simptome koji se javljaju: (okruZiti)

kao golicanje

kao mravi

kao ubadanje

kao Stipanje

gori od svega navedenog

4. Da li se simptomi javljaju (okruZiti)

e najednom mestu na telu
e na viSe mesta na telu
e po celom telu

Obelezite lokalizaciju svraba na slici:
72 31

[)

5. Koliko epizoda simptoma svraba se javlja u toku 24h (upisati)

Ime i prezime: br. protokola :

HVALA NA SARADNJI
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Mpunor 1.

U3jaBa o ayTopcTBY

NoTnncaHa Mapwuja M. Takuh

6poj nHgekca 40/2010

UsjaBrbyjem
Aa je JOKTOpCKa avcepTaumja nos HacroBoMm

CeMeHkKe naHa, cycama v ronumue u hbuxoBu eKCTPaKTH, hepynumHCcKa KucenmHa m
eHTeponurHaHu: epeKkTM Ha NMUNUAHN cTaTyc Koa ocoba Ha xemoaujanusm,
Be3nBak€e 3a XyMaHu cepyMm-anbyMuH in vitro n ytuuaj Ha peaktmBHocTt Cys34
TUOJHE rpyne

e pe3yntat COnCTBeHOr NCTpaxXmBa4Kkor pana,

e [a npearnoxeHa agvcepTtaumja y LenNvHU HU y AernoBrMa Huje Guna npeanoxeHa
3a gobGujarbe GUNO Koje Ounnome npema CTyaujckMM nporpammma apyrux
BMCOKOLLIKOJICKUX YCTaHOBA,

e [1a Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBedeHU n

e [a HWcaM KpluMo/na ayTopcka npaBa W KOPWUCTMO MWHTENEKTyarHy CBOjUHY
Apyrux nuua.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy,




Mpunor 2.

U3jaBa 0 NICTOBETHOCTHU LUTaMMNaHe U eNeKTPOHCKe

Bep3uje AOKTOPCKOr paga

Mme u npeanme ayTtopa Mapwuja M. Takuh
Bpoj nHaekca 40/2010
CTtyaujckm nporpam Buoxemuja

Hacnos paga CeMeHKe naHa, cycamMa M ronvue n buXoBU eKCTPaKTH,

cthepynmMHCcKa KNUCEeNIMHA U eHTEePOoNIMrHaHn: ed)ekTn Ha NUNUAHU cTaTyc Kog ocoba

Ha XxeMoaujanusun, BesmBake 3a XyMaHU cepyM-andyMuH in vitro u ytuuaj Ha

peaktmBHocT Cys34 TMonHe rpyne

MeHTOpK ap_Jbyba Manavh, ap Janujena Puctuh-Meguh

NoTnncaHa Mapwuja Takuh

MsjaBreyjem fa je wtamnaHa Bep3uja MOr JOKTOPCKOr pajia UCTOBETHA eNneKTPOHCKO)
Bep3nju kKojy cam npegao/na 3a objaBrbMBakbe Ha nopTany AurutanHor
penosutopujyma YHuBep3uteTa y beorpaay.

[os3BorbaBam ga ce objaBe MoOju NMUYHM Mojauy BesaHW 3a gobujare akagemckor
3Barba JOKTOpa Hayka, Kao LITO Cy uMe 1 npesume, roamHa n Mecto pohewa n gatym
onbpaHe paga.

OBM nuyHM nogaum Mory ce 006jaBUTU Ha MPEXHWUM CTpaHuuama gurntanHe

6ubnnoTeke, y eNeKTPOHCKOM KaTtanory u y nyébnukauvjama YHusepauteta y beorpaay.

MoTnuc pokTopaHaa

Y Beorpagy,




Mpunor 3.

UsjaBa o kopuwhewy

Osnawhyjem YHuepsutetcky 6ubnuoteky ,Cetosap Mapkosuh® ga y [durutantHu
penosnTopunjym YHuBepauteTa y beorpagy yHece MoOjy OOKTOPCKY AucepTaumjy nog
HaCrnoBOM:

CeMeHke naHa, cycama v ronmue m hbuxoBu eKCTPaKTU, hepynmHCKa KucenmHa m
eHTeponurHaHu: epeKkTM Ha NMUNUAHN cTaTyc Koa ocoba Ha xemoaujanusu,
Be3uBak€ 3a XyMaHu cepyM-anbyMuH in vitro n ytuuaj Ha peaktmBHocTt Cys34
TUOJHe rpyne

Koja je Moje ayTopcKo aerno.

AvcepTaumjy ca cBuM npunosvmMa npegao/na cam y enekTpoHcKoM hopmaTty NorogHoM
3a TpajHO apxuBuMpae.

Mojy ookTopcky aucepTauujy noxpaweHy y OurutanHu penosutopujym YHuBepauteta
y Beorpagy Mory fa kopucTte cBU Koju nowTyjy ogpeabe cagpxaHe y ogabpaHom Tuny
nuueHue KpeaTtusHe 3ajegHuue (Creative Commons) 3a Kojy cam ce oany4dmo/na.

1. AyTOopCTBO

2. AyTOpCTBO - HEKOMepLMjanHo

3. AyTopcTBO — HekoMmepuwmjanHo — 6e3 npepage

4. AyTOpCTBO — HEKOMEPUMjanHO — AeNUTU Nog UCTUM yCnoBMMa

5. AytopcTtBo — 6e3 npepage

6. AyTOopCcTBO — OENnUTK NOA4 UCTUM YCroBUMa

(Monumo pa 3aokpyxuTe caMo jedHy of LecT MOoHyheHuX nuueHuW, KpaTak onuc

nMueHumM gar je Ha nonefuHu nucra).

MoTtnuc pokTopaHaa

Y beorpaay,




1. AyTtopcTBo - [Jo3BorbaBate yMHOXaBake, OUCTPMOyUMjy M jaBHO caoniiTaBare
Aena, v npepage, ako ce HaseJe UMe ayTopa Ha HadvH oapeheH of cTpaHe ayTtopa
nUnu gaeaoua nuueHue, Yak u y komepuujanHe cepxe. OBo je HajcnobogHuja o cBuX
nuueHum.

2. AytopcTBO — HekomepuujanHo. [lo3BorbaBaTte yMHOXaBawe, AUCTpUbyumjy 1 jaBHoO
caorwTaBawe Jena, u npepage, ako ce HaBede Ume ayTopa Ha HauyuH oapeheH of
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BOSfbaBa KoMepuwujanHy
ynoTtpeby gena.

3. AyTtopcTtBO - HekoMepumjanHo — 6e3 npepage. [o3BorbaBaTe yMHOXaBahe,
ANCTpubyumjy M jaBHO caonwTaBawe fAerna, 6e3 npomeHa, npeobnukoBawa uWnu
ynotpebe gena y cBOM Aeny, ako ce HaBede MMe ayTopa Ha HauvH ogpeheH o
CTpaHe ayTopa unu gasaoua nuueHue. OBa nuueHua He O03BOSfbaBa KoMepuwmjanHy
ynoTpeby Aena. Y ogHoOCy Ha cBe ocTane nuueHue, OBOM MUUEHLIOM Ce OorpaHuyaBsa
Hajsehn o6um npaea kopuwhekwa gena.

4. AyTOpCTBO - HeKkoMmepuwujanHo — AenuTu nof UcTum ycrioBuma. [lo3BorbasaTe
yMHOXaBahe, AMcTpubyumnjy 1 jaBHO caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBefe
nMe ayTopa Ha HadvH ogpeheH of cTpaHe ayTopa Wnv JaBaoua NUueHUe M ako ce
npepaga auctpubyupa nog WMCTOM unu cnuyHoMm nuueHuom. OBa nuueHua He
Ao3BOrbaBa komepuujanHy ynotpeby gena v npepaga.

5. AytopctBo — 6e3 npepage. [Jo3BorbaBate yMHOXaBake, AUCTPUMOyuMjy U jaBHO
caonwTaBawe Aena, 6e3 npomeHa, npeobnukoBarwa nnu ynotpebe gena y csom geny,
ako ce HaBefe MMe ayTopa Ha HayuH ogpeheH of cTpaHe ayTtopa wunu pasaoua
nuueHue. OBa nuueHua Ao3BoOrbasa kKomepuumjanHy ynotpeby gena.

6. AyTopcTBO - pJdenutu nog MWCTMM ycrnioBuma. [lo3BorbaBate yMHOXaBahe,
AnCTpubyumjy 1 jaBHO caonwTaBawe Aena, u npepage, ako ce HaBege ume aytopa Ha
HayuH oppeheH oA cTpaHe aytopa wnu [asaoua fnuvueHUe W ako ce npepaga
Anctpubympa nog MUCTOM UMM CriMYHOM nuvueHuoMm. OBa nuueHua [Jo3BorbaBa
koMmepuujanHy ynoTpeby pena v npepaga. CnuyHa je codpTBepckum nuueHuama,

OOHOCHO JinueHuamMma OoTBOpeHOor Koaa.
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