Hepatoprotektivni ucinak aronije u c57bl misa

Vucinié, Valentina

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2015

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Food Technology and Biotechnology / Sveuciliste u Zagrebu,
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urm.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:197838

Rights / Prava: In copyright/Zasticeno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-12

prehrambeno Repository / Repozitorij:

biotehnoloski Repository of the Faculty of Food Technology and
w fakultet Biotechnology

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:159:197838
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://repozitorij.pbf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pbf:3
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pbf:3
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pbf:3

Sveuiliste u Zagrebu
Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Nutricionizam

Valentina Vugéinié

6413/N

HEPATOPROTEKTIVNI U CINAK ARONIJE U
C57BL MISA

ZAVRSNI RAD

Modul: Kemija i biokemija hrane

Mentor: Izv. prof. dr.sc. Irena Landeka Jugevi¢

Zagreb, 2015.



DOKUMENTACIJSKA KARTICA
Zavrsni rad

SveuiliSte u Zagrebu

Prehrambeno-biotehnoloski fakultet

Preddiplomski studij Nutricionizam

Zavod za poznavanje i kontrolu sirovina i prehrambeih proizvoda
Laboratorij za kemiju i biokemiju hrane

Hepatoprotektivni uéinak aronije u C57BL miSa

Valentina Vuéini¢, 6413/N

Sazetak: Aronia melanocarpge vate bogato fenolnim spojevima - uglavnom flavonoidima
iz podrazreda antocijana. Antocijani su u vodi jigpbiljni pigmenti s antioksidacijskim,
protuupalnim, antimikrobnim, hepatoprotektivnim iasfroprotektivnim svojstvima.
Prowavali smo dinak prahaA. melanocarpa(PAM) u miSa sa 2%-tnim kolesterolom
izazvanom hiperkolesterolemijom. PAM (1 g/kg/da@)primjenjen oralno. Malondialdehid
(MDA), superoxide dismutaza (SOD), reducirani diiata (GSH) i oksidirani glutation
(GSSG) odréeni su u jetri miSa i koriSteni kao biokemijski rkar oksidacijskog stresa.
Primjena kolesterola izazvala je lipidnu peroksigacu jetri (izmjereno preko
malondialdehida - MDA) i iscrpljivanje reduciranogjutationa (GSH). U usporedbi s
kontrolom, SOD i GSH znatno su péadi (p <0,05) u grupi miSeva koji su tretirani sa
prahom aronije.

Klju ¢ne rijedi: hepatoprotektivni &inak, Aronia melanocarpaMDA, SOD, GSH

Rad sadrzi: 34 stranice, 7 slika, 2 tablice, 63 literaturniivoda

Jezik izvornika : hrvatski

Rad je u tiskanom i elektronikom (pdf formatu) obliku pohranjen u : Knjiznica
Prehrambeno-biotehnoloSkog fakultetagi€ava 23, Zagreb

Mentor: lzv. prof.dr.sc. Irena Landeka Jdevi¢

Pomaé pri izradi

Rad predan: rujan, 2015.



BASIC DOCUMENTATION CARD
Final work

University of Zagreb

Faculty of Food Technology and Biotehnology
Undergraduate studies Nutrition

Department of Food Quality Control

Laboratory for Foof Chemistry and Biochemistry

Hepatoprotective effect ofaronia in mouse C57BL

Valentina Vuéinié, 6413/N

Apstract: Aronia melanocarpafruits are rich in phenolic substances—mainly dlagids
from the anthocyanin subclass. The anthocyaninswater-soluble plant pigments with
antioxidant, anti-inflammatory, antimicrobial, héparotective, gastroprotective and other
activities. We studied the effect &f melanocarpgpowder (PAM) on on 2% cholesterol
induced hypercholesterolemia in mice. PAM (¥kgjday) was applied orally.
Malondialdehyde (MDA), supeoxide dismutase and akwuced glutathione (GSH) and
oxidized glutathione (GSSG) in mouse liver wereedained and used as biochemical
markers of the oxidative status. The administrataincholesterol increased liver lipid
peroxidation (as measured by malondialdehyde - M@A) caused a depletion of liver
reduced glutathione (GSH). Compared with the céonB8®D and GSH were significantly
increased (p <0.05) in the group of mice treateith wowder chokeberry.

Keywords: Hepatoprotective effechronia melanocarpaMDA, SOD, GSH

Thesis contains:34 pages, 7 figures, 2 tables, 63 references

Original in: Croatian

Final work in printed and electronic (pdf format)version is deposited inLibrary of the
Faculty of Food Technology and Biotehnology¢Kava 23, Zagreb

Mentor : Irena Landeka Juevi¢, PhD, Associate Professor

Technical support and assistance

Thesis delivered:September 2015.



SADRZAJ

1.0.

2.0.

3.0.

4.0.

5.0.

6.0.

7.0.

uvoD

TEORIJSKI DIO

2.1. ARONIJA Aronia melanocarpa

2.1.1. Kemijski sastav aronije

2.2. REAKTIVNE KISIKOVE VRSTE (RKV) | SLOBODNI RDIKALI
2.3. ANTIOKSIDACIJSKA OBRANA OD RKV

2.3.1. Superoksid dismutaza (SOD)

2.3.2. Glutation peroksidaza (GPx)

2.4. OKSIDACIJSKI STRES

2.4.1. Lipidna peroksidacija

2.5. ULOGA ARONIJE U ORGANIZMU | UTJECAJ NA ZDRAVLJE

MATERIJALI | METODE

3.1. MATERIJALI

3.2. POKUSNE ZIVOTINJE

3.2.1. Eksperimentalne grupe Zivotinja

3.2.2. Priprema tkiva jetre za odineanje antioksidacijskih enzima
3.3. MJERENJE LIPIDNE PEROKSIDACIJE (MDA)

3.3.1. Priprema otopina

3.2.2. Postupak

3.4. AKTIVNOST REDUCIRANOG GLUTATIONA (GSH)
3.4.1. Postupak

3.5. AKTIVNOST SUPEROKSID DISMUTAZE (SOD)
3.5.1. Priprema otopina

3.5.2. Postupak

3.6. ODRBIVANJE PROTEINA METODOM PO LOWRYJU
3.7. STATISTCKA OBRADA PODATAKA

3.7.1. Statistke metode

REZULTATI

4.1. UTJECAJ HEPATOPROTEKTIVNOG PRAHA ARONIJE NAKTIVNOST ENZIMA

REDUCIRANOG GLUTATIONA (GSH) U JETRI C57BL MISA

4.2. UTJECAJ HEPATOPROTEKTIVNOG PRAHA ARONIJE NAKTIVNOST ENZIMA

SUPEROKSID DISMUTAZE (SOD) U JETRI C57BL MISA

4.3. UTIJECAJ HEPATOPROTEKTIVNOG PRAHA ARONIJE NA AN MARKERE
OKSIDACIJSKOG STRESA | LIPIDNE PEROKSIDACIJE U JETR57BL MISA
4.4, POSTOTAK PROMJENE OKSIDACIJSKIH ENZIMA (MDAGSH | SOD) U JETRI C57BL

MISA U ODNOSU NA KONTROLNU GRUPU ZIVOTINJA

4.5. UTJECAJ HEPATOPROTEKTIVNOG PRAHA ARONIJE NAMJER GSH/GSSG ENZIMA

U JETRI C57BL MISA
RASPRAVA
ZAKLJU CCI

LITERATURA

H@oooo\lmo"oomm

0

13
13
14
14
15
15
15
16
16
16
16
17
17
18
18

19
19

20

21

22

23

24

30

31



1.0UvOD

Kardiovaskularne bolesti (KVB) predstavljaju najzagiji uzrok oboljenja i umiranja
u svijetu. Faktori rizika za nastanak KV&sto su préeni promjenama u oksidacijskom
statusu.

Oksidacijski stres, definiran kao porefag ravnoteze izmi#u stvaranja reaktivnih
vrsta kisika i njihovog uklanjanja antioksidansim@gvodi se u vezu sa patogenezom
kardiovaskularnih i drugih kroémih bolesti.

Rezultati brojnih epidemioloskih studija pokazali povezanost prehrane bogate
vocem, poveem i integralnim zitaricama sa smanjenjem rizikanastanak KVB. Povoljno
djelovanje namirnica biljnog porijekla u prevendfiVB pripisuje se dijelom nutritivnim
sastojcima, ali prije svega nenutritivnim, biologkiivnim sastojcima, fitokemikalijama.

Tijekom XX. stoljga trend primjene kemije u dizajniranju lijekovagotovo HTS-a
(High Throughput Screenifgdoveo je do pada interesa za prirodne proizvé@&ko su
o¢ekivanja ovih istrazivanja precijenjena, u posljgdmekoliko godina svjetska znanstvena
javnost ponovo se usmjerava na istraZivanja pritodsiomolekula. Pored neospornog
zn&aja za farmaceutsku industriju, prirodni proizvddljaka nalaze Siroku primjenu u
proizvodnji dijetetskih suplemenata i funkcionalieane, koja pored zadovoljavéin
nutritivnih svojstava pokazuje i odiene farmakoloske i fizioloSke efekte na ljudskocaxtje,
Sto je od velikog zr@ja u prevenciji nastanka bolesti suvremegiogjeka. Zbog toga je
ispitivanje bioloSke aktivnosti i kemijska karakiacija do sad neispitanih biljnih vrsta od
izuzetnog znanstvenog interesa, jer vodi ka nowworima potentnih, bioloSki aktivnih
prirodnih proizvoda.

Zahvaljujiei visokoj zastupljenosti u biljkama i visokom arksidacijskom
kapacitetu, polifenoli se smatraju najZagnijim dijetarnim antioksidansima. Plod aronije
(Aronia melanocarpa)i proizvodi dobiveni njegovom preradom predstavjggedan od
najbogatijih izvora polifenola.

Osnovni cilj ovoga rada bio je ispitivanjekonzunpacpraha aronije na markere

oksidacijskog stresa.



2.0. TEORIJSKI DIO

2.1. ARONIJA (Aronia melanocarpa

Aronija je rod listopadnih grmova koji potje iz istanih dijelova Sjeverne Amerike
(slika 1.). Kao prvi korisnici se spominju jos Ifadici, koji su primjetili terapeutska svojstva
ove biljke te su navodno koristili istu za kuhakpgeva u svrhu lijgenja prehlade. U 20.
stoljetu aronija je postala popularna u Sovjetskom Sawelakle se njena primjena prosSirila
u zemlje Isténe Europe koristeé se za proizvodnju sokova, dZzemova i vina te kagal
izvor prirodnih bojila (Scott i Skirvin, 2007).

Rod Aronia (porodica Rosaceae, potporodica Maloideae) uiggu tri vrste
listopadnih grmova podrijetlom iz Sjeverne Amerildgronia Melanocarpaili crnoplodna
aronija, Aronia arbutifoliaili crvenoplodna aronija téronia purnifoliaili ljubi¢astoplodna
aronija, hibrid gore navedenih vrsta.

S obzirom da je ova vrsta Aronije najviSe cijenjda@® sastojak hrane te kao izvor
prirodnih pigmenata, najviSe informacija o kultijaé\ronije se odnosi upravo naroniu

melanocarpa

Slika 1. Aronia melanocarpgAnonymous 1, 2015)

S obzirom na visoki udjel antocijana, plodovi ajensu pogodni za preradu u
funkcionalne sokove¢ajeve i likere s visokim udjelom antioksidansa (®a&k i Szopa,
2002.).



Prilikom proizvodnje treba koristiti brze metodeSenja s obzirom da je potiano da
izlaganje soka od crnoplodne aronije temperaturach&0°C u vremenu od 8 sati smanjuje
razine antocijana za 30%, te dgena gubitak viSe od 50% antioksidacijsih svojstava

(Kasparaviciene i Briedis, 2003)

2.1.1. Kemijski sastav aronije

Razliti biljni materijai ukljucuju¢i voée, povce, uljarice, zitarice, zane, kao i
razliciti dijelovi biljaka (listovi, plodovi, koijenje i korg ispitivani su kao potencijalni izvor
polifenola. Metu ispitivanim vrstama, po visokom sadrzaju Sirolsggektra flavonoida i
fenolnih kiselina s izrazenom antioksitiakom aktivnogu, izdvaja se bobasto vae.
Najzastupljenije flavonoidne podgrupe su procijamijcantocijani i flavonoli, dok su prisutne
fenolne kiseline derivati nastali hidroksilacijonerizojeve i cimetne kiseline (Oszmski i
Woijdylo, 2005).

Znanstvena istrazivanja su pokazala da seduméobtastim va&em, po
antioksidacijskoj aktivnosti odnosno sadrzaju poldla, izdvajaju plodovi aronije. Sok
dobiven od plodova aronije ispoljavak i do 4 puta v antioksidacijsku aktivnost u odnosu
na ostale polifenolima bogate napitke, kao Stoadua borovnice, sok od ribizle i crveno
vino (Seeram i sur., 2008; Gil i sur., 2000).

Komponente aronije su pod utjecajem rétth faktora poput kultivara, fertilizacije,
zrelosti plodova, perioda berbe te stanista (Jgpps3ohansson, 2000).

Crnoplodna aronija predstavlja jedan od najbodmtigvora farmakoloski vaznih
kompontenti. Glavnu skupinu aktivnih tvari u arordjne polifenoli, pogotovo antocijani i
procijanidini te su isti zasluzni za antioksadajs&vojstva biljke. Ukupan sadrzaj fenola
varira izmeu 2000-8000 mg/100g osuSene mase ovisno 0 gorel@aive uvjetima poput
kultivara, uvjetima kultivacije kao i vremenu berbeonije (tablica 1.) (Benvenuti i sur.,
2004).

Procijanidini su oligomerni i polimerni (epi)kateii te se razlikuju ovisno o poziciji i
konfiguraciji veza monomernih jedinica. Dominirgjtocijanidini s vezama C4/C8 i/ili C4/C6
tzv. veze B-tipa. Aronija sadrzi iskljivo homogeni B-tip procijanidina s (-)-epikatekinom
kao glavhom jedinicom. Sadrzaj procijanidina vaizmeiu 0,66% do 5,18% suSene mase
(Oszmianski i Sapis, 1988). Stupanj polarizacijeraaod 2 do 23 jedinice, s dominacijom

frakcija >10 jedinica.



Druga najvéa skupina farmakoloski aktivnih komponenti su aijme koji ¢ine 25%
ukupnih polifenola u aroniji. Udjel antocijana variizmeiu 0,06% do 2,0% suSene mase.
Glavni cilj prilikom uzgoja aronije je powati upravo sadrzaj antocijana. Ova skupina
flavonoida je odgovorna za pigmente koje daju babia tamnocrvenu, plavu i ljulaistu
boju. Aronia melanocarpaje jedan od najbogatijih izvora antocijana, tefingki sadrZi
cijanidne glikozide: 3-galaktozide, 3-glukozoide;a@binozide i 3-ksilozide (Kulling i
Rawel, 2008)

Tablical. Usporedba koncentracija ukupnih antocijana i pobfa u prirodnim sokovima
od crvenog véa (Jakobek i sur., 2007)

Ukupni antocijani | Ukupni polifenoli
QU (mg/L)

Crni Ribiz 1543,9 2770,9
Malina 217,4 1234,3
Kupina 739,1 1831,2
Visnja 369,4 2054.,4
TreSnja 250,6 1566,8
Jagoda 205,9 1271,8
Aronija 3042,2 9154,5
Bazga 4188,6 6361,9

Bobice aronije sadrze do 5,62 g prehrambenih viakaa 100 g svjeZe sirovine te
nizak sadrzaj pektina izrie 0,3-0,6% (Tanaka i Tanaka, 2001). Mnoga istrajavesu
pokazala da su plodovi i proizvodi od aronije dolzor prehrambenih vlakana pogotovo
celuloze, hemiceluloze i lignina.

Sadrzaj reducirajtih S&era u svjezoj aroniji iznosi iznda 10-18%. Takaer, prisutan
je i S&erni alkohol sorbitol. Ukupni sadrzaj masti je vr@ak i analizom je uviieno da
iznosi 0,14 g/100 g svjeze sirovine, te da je glakomponenta linolna kiselina. Proteinske
frakcije bobica je teSko objasniti te je uteno da je udio istih vrlo malen, tek oko 0,7 g/$00
svjeze sirovine, dok je najzastupljenija aminokisehsparagin (Stroev i Martynov, 1979).

Prema Kane i sur. (1991.) mineralni sastav @kadi pepela) iznosi 0,44%, dok su

najzustpljeniji minerali bili kalij i cink te u maam udjelu natrij, kalcij, magenzij i zeljezo.



Vitamini B1 (25-90ug/100 mL), B2 (25-11Qg/100 mL), B6 (30—-83g/100 mL), C
(5-100 mg/100 mL), pantotenska kiselina (50—38@.00 mL) i niacin (100-550g/100 mL)
su prondeni u navedenim kalinama u svjeze iscifenom soku crnoplodne aronije (Ara,
2002). Metu triterpenima identificirani sf-sitosterol i kampesterol (Zlatanov, 1999).

U aroniji je takder identificirano prisustvo cijanogenog glikozidamigdalina,
odgovornog za miris svjezeg ploda po gorkim bademifrema istrazivanju Lehmanna
(1990.) koltina amigdalina u aroniji je 20,1 mg/100 g svjeze\wsne, 5,7 mg/100 g svjezeg

soka te u mesnatom dijelu ploda 52,3 mg/100 g.

2.2. REAKTIVNE KISIKOVE VRSTE (RKV) | SLOBODNI RADI KALI

Prednost aerobnih organizama je stvaranje i iStaranje znatno e kolicine
energije za obavljanje zivotnih funkcija u odnosuamaerobne organizme. fgim, aerobni
metabolizam povezan je sa taksm djelovanjem kisika oksidacijom osnovnih bioldsk
molekula. Naime, tijjekom metabolizma kisika u ongamu stvaraju se kao proizvodi
reaktivne kisikove vrste (RKV) koje ukiuju niz kemijski reaktivnih molekula. RK¥ine
slobodni radikali, ioni i peroksidi, bilo organskianorganski. BioloSki vazni pripadnici RKV
su superoksidni anion (OR i hidroksilni radikal (OH). RKV s&injavaju i reaktivne
molekule koje nisu slobodni radikali, poput vodikgv peroksida (kD.), ozona (Q),
singletnog kisika'0.) i hipoklorne kiseline (HOCI).

Slobodni radikali su atomi, ioni ili molekule sadnim ili viSe nesparenih elektrona
koji su odgovorni za nestabilnost i reaktivhostsiadikala. Prema naboju radikali mogu biti
pozitivni, negativni ili neutralni. lako je ¥sa slobodnih radikala organske, mogu biti i
neorganske prirode. Jednom stvoreni slobodni radik@Ze izazvati niz laranih reakcija
reagiraji s drugim manje reaktivnim vrstama. Zbog visokenkske reaktivnosti slobodni
radikali lako stupaju u reakciju resobno ili sa drugim molekulama pfemu nespareni
elektroni stvaraju kemijske veze, osldhase energija, a sustav prelazi u nize energetsko
stanje.

Uz moguénost stvaranja kovalentne veze, slobodni radikalbbgm reagirati s
biomolekulama i na brojne druge dvee. Karakteristine reakcije slobodnih radikala su:
davanje elektrona (s reducirégg radikala), primanje elektrona (na oksidiéajuadikal),
oduzimanje vodika, reakcija adicije, reakcija ptenanja, reakcija disproporcionalnosti.

Enzimi koji su sposobni stvarati RKV su brojnipkljuc¢uju citokrome P450 (CYP),

razlicite oksidaze, peroksidaze, lipooksigenaze i delgeinaze. Djelovanje slobodnih
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radikala je zbog njihove vrlo velike reaktivnosgiranceno na supstrate iz najblize okoline.
Srednji polumjer difuzije slobodnih radikala vrle malen (manji od 100 nm), a poluzivot u
bioloSkim sustavima né&se nekoliko mikrosekundi.

Izvori RKV u stanicama mogu biti endogeni i egauigdRKV i slobodni radikali
neprestano se endogeno stvaraju u organizmu tijaketabolékih procesa, prvenstveno u
procesima fosforilacije. Karakterigti egzogeni né&ni stvaranja slobodnih radikala su
djelovanje ultravioletnog i ionizirajeg zr&enja, ozon, stres, odieni lijekovi (poput
dim), a moze biti i hrana (Esterbauer i sur., 1991)

Premda su slobodni radikali u organizmucalbi prisutni u vrlo niskoj koncentraciji
(10°-10° mola), u visim koncentracijama pokazuju ték& winke. Visoka razina RKV u
stanici dovodi do stanja oksidacijskog stresa kafize biti uzrok razéitim metabolékim
poremeéajima i oStéenju bioloskih makromolekula - DNA, proteina i lifgi (Davies, 2003 i
Kehrer, 2000).

Osteenje bioloskih makromolekula moze dovesti do proraje starinoj strukturi i
funkciji, a time pridonijeti oSi@nju obrambenog sustava i sustava za popravakiangarsto

dovodi do daljnje neravnoteze u redoks sustavibitk@ homeostaze.

2.3. ANTIOKSIDACIJSKA OBRANA OD RKV

Odrzavanje homeostaze oksidacijsko/antioksidamijs&tanja je preduvjet aerobnog
zivota. Tijekom evolucije razvilo se viSe mehanizamastite od djelovanja RKV koji
obuhvaaju regulaciju stvaranja RKV, poniStavanje djelgaaRKV (antioksidansi) ili pak
popravak nastalih ostenja. Antioksidacijski sustav enzima predstavljavuprliniju
antioksidacijske zastite dok neenzimskiistati" c¢ine drugu liniju obrane organizma.
Antioksidansi su tvari koje spijavaju oksidacijske procese i smanjuju ili oneni@yaju
oksidaciju supstratdak i ako su prisutni u zdajno nizim koncentracijama od oksidiranog
supstrata (Gutteridge i Halliwell, 2010; HalliwelGutteridge, 2007)



GPx

Slika 2. Sustav antioksidacijskih enzima (SOD-superokksinutaza; CAT-katalaza; GPx-
glutation peroksidaza; GSH-glutation) (Anonymou2@15)

Antioksidacijski sustav enzima (slika 2.) vrlo jéozen i sastoji se od primarnih
enzimskih antioksidacijskih sustava kao Sto su:esbisid dismutaza (SOD, katalizira
dismutaciju Q”), glutation peroksidaza (GPx, odstranjujgOli sprietava stvaranje OF i
katalaza (KAT, odstranjuje 4@, razgradnjom u vodu i kisik); te sekundarnih enims
antioksidacijskih sustava: glutation reduktaza,kgha-6-fosfat dehidrogenaza, glutation,
glutaredoksin, peroksiredoksin i tioredoksin).

2.3.1. Superoksid dismutaza (SOD)

Superoksid dismutaza (EC 1.15.1.1) je protein &oetzim) neophodan u zastiti od
toksiknog djelovanja RKV koji se stvaraju tijekom metabola. Nalazi se i u prokariotskim i
u eukariotskim stanicama (Fridovich, 1995).

SOD razgrduije visoko reaktivni slobodni radikal,© u manje reaktivni bD,:

O+ 0"+ 2H - SOD- H, 0+ O,

SOD su enzimi od iznimnog farmakoloSkog &ja zbog sprigavanja patoloskih
stanja uzrokovanih oksidacijskim o&@&jem.
2.3.2 Glutation peroksidaza (GPx)



Glutation peroksidaza (EC 1.11.1.9) je tetrametetai podjedinice od kojih svaka
sadrzi po jedan atom selena u obliku selenocisteikaji tvori aktivno mjesto enzima. Enzim
u prisustvu reduciranog glutationa (supstrat)¢eip katalizira reakciju redukcije J@,
ukljucujuci i lipidni hidroperoksid:

2 GSH + HO; (ROOH) - GSSG + ROH + kD

Sustav glutation peroksidaze odgovoran je za aargu najvéeg dijela HO, u

stanici. Glutation reduktaza uz poéndADPH regulira reducirani GSH:
NADPH" + H" + GSSG- NADP" + 2 GSH
Tkiva s najvéom koncentracijom GPx su jetra i bubrezi, u umjejdwlicini prisutna

s,

jezgri nije zabiljezena dok je visoka aktivnosisptna u mitohondrijima i citosolu.

2.4. OKSIDACIJSKI STRES

Oksidacijski stres je stanje promijenjene ravnetazoksidacijsko/antioksidacijskom
statusu organizma u korist oksidacijskog stanj@ kopze dovesti do o%tenja tkiva i organa
(Sies i Jones, 2007).

Aerobni Zivot obiljezen je stalnim stvaranjem aksisa c¢ija je razina pod
neprekinutim nadzorom antioksidacijskih zastitnirehanizama. Antioksidacijska zasStita
odvija se u organizmu trajnome se sprjgava nakupljanje oksidacijskih ogéemnja i odrzava
ravnoteza izmdéu stvaranja slobodnih radikala i antioksidansadiien, kada se ravnoteza u
oksidacijsko/antioksidacijskom statusu organizmengkne u korist oksidansa, u organizmu
nastaje stanje oksidacijskog stresa. Oksidacgsids nastaje ili zbog posenog nastanka
slobodnih radikala ili smanjene antioksidacijské&tza. Stanice mogu do odiene razine
podnijeti stanje oksidacijskog stresa péagem sinteze antioksidansa. DuZze trajanje stanja
oksidacijskog stresa moze, duwe ostalim, dovesti do inaktivacije proteina, aktiya
odreienih gena, oksidacijskog o&emja staninih struktura i tkiva Sto omoguje razvoj
novotvorina i drugih bolesti (Kinnula i sur., 1995)

Na molekularnoj razini slobodni radikali mogu miocdrati proteine, oStetiti DNA i

transkripciju gena te zapeti lantanu reakciju peroksidacije lipida.



2.4.1. Lipidna peroksidacija

Lipidi su sastavni dio statnih membrana i imaju vaznu strukturalnu i funkciona
ulogu u stanici. Reakcijom RKV s lipidima zagpge proces LPO koji mijenja i o3teje
lipidnu molekularnu strukturu. Osim toga, LPO jeawii izvor ostalih citotokgnih
proizvoda, primjerice malondialdehida (MDA) i 4-hidsi-2-nonenala (4-HNE) koji su
bioloski aktivni i mogu djelovati na razne stame komponente i enzime.

Slobodni radikali nastali u krvi i tkivima moguazvati oksidaciju na viSestruko
nezastenim masnim kiselinama koje sadrze visoko reaktowastruke veze. Time zafioje
proces LPO. Zaséene masne kiseline su kemijski stabilne dok kodaséenih masnih
kiselina brzina oksidacije raste s péarjem stupnja neza&snosti. Lipidi u bioloSkim
sustavima sadrZze viSestruko negase masne kiseline u obliku fosfolipida, estera,
triacilglicerola, kolesterola, slobodnih masnihdlisa tako da se LPO potaknuta slobodnim
radikalima nesmetano odvija i u fizioloSkim uvjeéir{Catala, 2009)

LPO zahvéa sve bioloske membrane gdje 30-80% masenog udieda lipidi, a
preostali diocine ugljikohidrati (0-10%) te proteini (20-60%). Elvotinjskim stanicama
peroksidirane membrane gube svoju propusnost, jpaggadne i nefunkcionalne (Choe i sur.,
1995).

MDA (slika 3.) prolazi kroz stadnu membranu i moze izazvati o&teja na
udaljenim mjestima od mjesta stvaranja. Djelovanjem na &t@nimembraneuzrokuje
nastanak lipofuscina (Zutosthepigment koji se nakuplja tijekorstarenja). Osim s lipidima,
MDA moze reagirati i S proteinima mijenj&junjinova biokemijska svojstva. NajviSse MDA
nalazi se u mikrosomima jetre gdje nasfaeoksidacijom nezasenih masnih kiselina s dvije
ili viSe dvostrukih veza(poput linolenske ili arahidonske kiseline). MDA seo brzo
metabolizira utkivu sisavaca préemu moZe nastati malonska kiselina koj&genpetitivni
inhibitor sukcinat dehidrogenaze u mitohondrijur(;)Y1996).

4-HNE je reaktivni aldehid mjerljiv i u fizioloSki uvjetima, speciian jer se moze
vezati za proteine s kojima tvori stabilne i bidodktivnhe konjugate. Njegova prisutnost, kao
i prisutnost MDA, zapaZena je u nizu patoloSkimgtekao Sto su ateroskleroza, dijabetes,

razne neurodegenerativne i autoimune bolesti,tgdikom starenja (Oberley i sur., 1999).



Slika 3. Struktura malondialdehida (Anonymous 3, 2015)

2.5. ULOGA ARONIJE U ORGANIZMU | UTJECAJ NA ZDRAVLJ E

MjeSavina antocijana, procijanidina i fenolnih kisa u aroniji, predstavljaju jedan od
najpotentnijih prirodnih antioksidansa. Zahvaljijavome, plodovi aronije i od njih dobiveni
proizvodi smatraju se efikasnim duvanju zdravlja. Ovo se prije svega odnosi na gaeol
efekte na kardiovaskularno zdravlje, odrzavanjanadnih funkcija urinarnog trakta, zastitu
od virusa i bakterija te poboljSanje memorije. Téo proizvodi od aronije pokazali su
inhibicijsko djelovanje na proliferaciju kancerogenstanica, kao i hepatoprotektivno i
antidijabetéko djelovanje kroz smanjenje hiperglikemije i higgdemije (Chrubasik i
Chrubasik, 2010).

Kardioprotektivho djelovanje aronije ispoljava sexX utjecaj na faktore rizika od
nastanka KVB. Ovo je najprije @eno uin vitro ispitivanjima, u kojima je pokazano
vazoprotektivno djelovanje, kao i zastitno djelgeama stanice endotela i funkciju trombocita
(Olas i sur., 2008).

U animalnim eksperimentalnim modelima, sok od geopokazao je povoljan efekt na
hiperlipidemiju, sniZzavanjem poviSenih nivoa tregliida, ukupnog i LDL kolesterola
(Valcheva-Kuzmanova i sur., 2007). Smatra se da omakav efekt posljedica
antioksidacijskog djelovanja, Sto je taes potvideno i uin vitro uvjetima. Tako je u plazmi
tretiranoj ekstraktom aronije ten porast u ukupnom antioksidacijskom kapacitetk jé
smanjenje stvaranja superoksid-anion radikala pok@zu trombocitima zdravih osoba i
pacijenata oboljelih od karcinoma dojke (Kedziersgar., 2012; Malinowska i sur., 2012).

Povoljni utjecaj aronije ustanovljem vitro, potvrdeni su i pri krontnoj konzumaciji
njenih proizvoda kao i suplementaciji izoliranihtigkih sastojaka kod ljudi. Rezultati
razlicitih interventnih studija pokazali su povoljno djelnje aronije u prevenciji

kardiovaskularnin bolesti smanjenjem nivoa ukupnkglesterola, LDL-a, oxLDL-a,
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triglicerida, glukoze, HbAlc, vrijednosti krvnogakia, kao i povoljnim djelovanjem na
postizanje i odrzavanje idealne tjelesne mase (&ilarsur., 2010; Simeonov i sur., 2002).

Znaajno smanjenje nivoa triglicerida, ukupnog i LDLIdésterola udeno je nakon 6
tiedana svakodnevne konzumacije soka od aronijdjiddsa blagom hiperkolesterolemijom
(Skoczynska i sur., 2007). 8fio je potvideno i kod ispitanika sa metakbidim sindromom
nakon 2 mjeseca suplementacije ekstraktom arokgd, kojih je zabiljezeno i umjereno
smanjenje nivoa glukoze, homocisteina i fibrinogé®ncel i sur., 2010).

Ove metabotike promjene asocirane su sa smanjenjem poviSeipduwosti krvnog
tlaka koje je uteno kod ljudi sa hiperkolesterolemijom, oboljelitl dijabetesa, kao i kod
pacijenata koji su nakon infarkta miokarda dgai istovremeno statinima i flavonoidima
bogatim ekstraktom aronije (Naruszewicz i sur.,700

Mali broj studija u kojima je ispitivan utjecaj km@ne konzumacije proizvoda od
aronije na oksidacijski status kod ljudi pokazapgeast u aktivnosti antioksidacijskih enzima
kao i smanjenje nivoa proizvoda lipidne peroksigaffPilaczynska-Szczesniak i sur., 2005).

Najjaca antioksidacijska aktivnost je &ena u ekstraktima izoliranim poro
metanola iz zamrznutog suSenog mesnatog dijelaapdoonije, dok je aktivnost u vodenom
ekstraktu tj. soku bila najniza. Vodene infuzijebd@ne iz osuSenog mesnatog dijela ploda
imaju 10 puta viSe antocijana nego one pripremljgnesusenih plodova aronije (Bober i
Oszmianski, 2004).

Medu ostalim kemoprotektivnim aktivnostima, nektar aplodne aronije je
ucinkovito inhibirao formiranje kancerogenog N-nitemmina u Stakora koji su primali
aminopirin i natrijev nitrit. Reducirana formaciNtnitrozamina je manifestirana reduciranom
aktivno%u transaminaza u serumu i ublazenim @stgma jetre (Atanasova-Goranova i sur.,
1997).

Kardioprotektivna aktivnost crnoplodne aronije sezm pripisati sposobnosti njenih
ekstrakta bogatih antocijanima pri snizavanja katregije lipida u krvi, antiagregacijskom i
vazoaktivnhom tinku. Takaler, aronija sadrzi i zg&ajnu kolcinu niacina koji blagotovorno
djeluje na snizavanje koncentracije lipida u k®afji i sur., 2003).

Utjecaj na lipide je dobro dokumentiran prdeojem istrazivanja na modelima
Stakora s umjetno induciranom hiperkolesterolemijoBuplementacija prehrane kod
inducirane hiperkolesterolemije (1-4% kolesteroda) sokom od aronije je kroz 30 dana
rezultirala u zn&jnoj redukciji razine ukupnih triglicerida i kotesola u krvnoj plazmi u

usporedbi sa Stakorima koji nisu primali sok odngeo Takater, ni poviSena koncentracija
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kolesterola ni sok od aronije nisu Zamo utjecali na razinu HDL-kolesterola (Valcheva-
Kuzmanova i sur., 2007).

Drugo istrazivanje, koje je oponaSalo simptome bw@i&kog sindroma (poviSena
razina lipida i glukoze u krvi) inducirane primjanoprehrane bogate na fruktozi i
intraperitonealnom injekcijom streptozotocina, gkazalo da je dodatak ekstrakta aronije u
visoko fruktoznoj prehrani djelovao na redukcijsake razine ukupnih triglicerida (Jurgonski
i sur., 2008).

Hepatoprotektivna aktivnost soka arongeujvidena u eksperimentu sa Stakorima s
induciranim oStéenjima jetre primjenom Cgl gdje je dodatak soka zf@no reducirao
histopatoloske promjene u jetri poput nekroze, deggcije hepatocita te upalni infiltrat
limfocita, Sto se pripisuje antioksidacijskim swgjma aronije, te sposobnosti hvatanja
slobodnih radikala (Valcheva-Kuzmanova i sur., 2004

Gastroprotektivna aktivnost se pokazalastrafivanju na Stakorima s kemijski
induciranim gasttinim lezijama. Ingestija soka prije administracipelometacina je zfajno
reducirala broj, podija i ozbiljnost lezija uzrokovanih antiupalnim k@vima. Vjerojatnije
je da je protektivni &inak soka aronije rezultirao iz padgnog stvaranja gastrie mukoze i
zbog olakSavanja oksidacijskog stresa izazvanognmatacinom (Valcheva-Kuzmanova i
sur., 200.).

U istrazivanju Valcheve-Kuzmanove i sur., 2007 idija@beticka aktivnost je utvdena
i za ekstrakte plodova i & crnoplodne aronije na Zivotinjskim modelima. Qeal
administracija soka kroz 6 tjedana je smanjilamazglukoze u krvi za viSe od 40% kod
Stakora s dijabetesom induciranim primjenom straptiucina, dok kod zdravih Stakora nije
primjecen isti &inak. Buddéi da su brojna stha istrazivanja pokazala iste rezultate,
predloZzeni mehanizam djelovanja aronije je danak rezultira iz smanjene aktivnosti
mukozne maltaze i sukraze u tankom crijevu, no sarss da su ukljfieni i drugi mehanizmi
poput stimulacije upijanja glukoze, pa@amog Ikenja inzulina ili redukcije oksidacijskog
stresa.

Antidijabeticki ucinak je ispitivan i kod pacijenata s dijabetes metbm. Kroz period
od 3 mjeseca dnevne primjene 200 ml soka od argamjentima s inzulin neovisnim
dijabetesom se ztajno smanjila razina glukoze nataSte u usporeddwrgrolnom grupom

(Simeonov i sur., 2002).
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3.0. MATERIJALI I METODE

3.1. KEMIKALIJE

 NaH,PO, - Kemika, Zagreb, Hrvatska

* NaHPO, - Kemika, Zagreb, Hrvatska

» HCI - Kemika, Zagreb, Hrvatska

* SDS - Merck, Darmstadt, Njeria

* Octena kiselina — Kemika, Zagreb, Hrvatska

» Tiobarbiturna kiselina (TBA) — Sigma, St. Louis, BA

o 1,1,3,3-tetrametoksipropan (TMP) — Sigma, St. Lo8&D

* NaOH - Kemika, Zagreb, Hrvatska

* Etanol (99.9%) - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njeike

* DTNB (Ellman-ov reagens) - Sigma-Aldrich Chemie GiniNjemaka
* NDPH - Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Njexia

* Glutation reduktaza - Sigma-Aldrich Chemie GmbHemMgka
KH.PO,, Kemika, Zagreb, Hrvatska

» EDTA - Sigma, St. Louis, SAD

e Citokrom C — Sigma, St. Louis, SAD

» Ksantin — Sigma, St. Louis, SAD

» Ksantin oksidaza — Sigma, St. Louis, SAD

* SOD iz govéih eritrocita — Sigma, St. Louis, SAD

* Hy0,, Kemika, Zagreb, Hrvatska

* Albumin goveleg seruma - Armour Pharmaceutical Co. Ltd. EasthdsAD

3.2. POKUSNE ZIVOTINJE

Pokuse smo radili na zivotinjama iz jedinice za ajztpboratorijskih zivotinja
Prirodoslovno-matematkog fakulteta, Svaetilista u Zagrebu. Pokusne Zivotinje bile su
C57BL miSevi, u dobi od tri mjeseca. Zivotinje stamjene tijekom 30 dana. Po sedam
zivotinja je bilo smjeSteno u kavezu, na temperaid 22°C, uz neograten pristup hrani i

vodi.
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Zivotinje smo hranili komercijalno dostupnom hrandknja je Zivotinjama bila
dostupnaad libitum Zivotinje smo drzali u uvjetima 12 sati svijetla2 sati tame pri 22 °C |
60% vlaznosti. Hrana kojom smo hranili miSeve jandlirdna hrana za miSeve i Stakore
4RF21 (Mucedola, Italija, oblik 12 mm), a sadrziep&u, kukuruz, soju, riblji ekstrakt,

dikalcijev fosfat, kalcijev karbonat, natrijev kidy sojino ulje, kvasac i ljuske ljeSnjaka.

3.2.1. Eksperimentalne grupe zivotinja

Eksperimentalne grupe sinile ¢etiri grupe zivotinja:
* | grupa— KO (kontrolna grupa); tretirana je saiZizioloSke otopine.
* |l grupa— CH (2% kolesterol)
* |l grupa - PAM (prah aronije); 1/§g/dnevno
* |V grupa—-CH + PAM

Zivotinje smo Zrtvovali 30. dana pokusa te smoliuzeorke jetre za daljnju analizu.
MiSevi su anestezirani eterom te su iskrvareni pijok iz srca bez antikoagulansa.

Jetru smo izolirali iz Zivotinja odmah nakon Stocssakupili uzorke krvi, te je izvagali i
zabiljezili masu i potom pohranili na -80°C za dpljanalizu. Analize vezane uz jetru nakon
ovog koraka radili smo isklfivo na ledu i u roku od tjedan dana nakon Sto skupljeni

uzorci.

3.2.2. Priprema tkiva jetre za odralivanje antioksidacijskih enzima

Svjeze tkivo homogenizira se u 50 mM fosfatnomepuipH 7,8 u omjeru 1 : 10 fw).
Fosfatni pufer (50 mM, pH 7,8): pripremi se otop{(aa0,2 M NaHPQO, x 2 H,O i otopina (b)
0,2 M NaHPQO, x 7 H0O; 17 ml otopine (a) pomijeSa se s 183 ml otophje skladi pH i
doda HO do 800 ml.

Jetra se potom homogenizira na ultranam homogenizatoru u 3 ciklusa od po 30
sekundi uz stanku od 10 sekundi izineciklusa. Uzorke je potrebno cijelo vrijeme draasi
ledu. Homogenate bubrega potom je potrebno cegiréti pri 20 000 x g tijekom 15 min na
4°C.
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3.3. MJERENJE LIPIDNE PEROKSIDACIJE (MDA)

3.3.1. Priprema otopina

1.15 g HCl-a razrijedi se u 100 mb®; 0,81 g natrij dodecil sulfata (SDS) razrijedi se
u 10 mL dH20; 20 mL 99,5 postotne octene kiselige8iL mL HCI pomijeSa se i dopuni do
50 mL sa dH20. pH vrijednost se podesi na 3,5 dajam 17 mL 5M NaOH i dopuni se sa
dH20 do kon&nog volumena od 100 mL.

0,8 postotna TBA priprema se otapanjem 0,4 g TBA4® mL dH20 uz zagrijavanje.
Na taj volumen dodaje se 500 5M NaOH i dopuni do kon#mog volumena od 50 mL sa
dH20. Otopina treba biti svjeze pripremljena na pgakusa.

Na 25ul TMP-a dodaje se 50 mL etanola te se od tako @myjene otopine rade
razrjgienja (50ul TMP + 9,95 mL etanola; 100 TMP + 9,90 mL etanola itd.).

3.3.2. Postupak

Prisutnost lipidne peroksidacije smo ativali modificiranom metodom koju su opisali
Jayakumar i sur., 2008. Ova metoda se temelji rememju koncentracije malonil dialdehida
(MDA) koiji je jedan od glavnih produkata lipidnerp&sidacije. Malonil dialdehid reagira sa
tiobarbiturnom kiselinom i stvara kromogen kojn@gute mjeriti spektrofotometrijski.

Uzorku jetre mase 100 mg dodali smo 1 mL 50 mMato®g pufera (pH 7.0) i
homogenirali ultrazvénim homogenizatorom Bandelin Sonoplus HD2070 (Bhngde
Njematka) upotrebom sonde MS73 (Bandelin, Njékeg, snagom od 10%. Homogenat smo
centrifugirali centrifugom Mikro 200R (Hettich, Njetka) 15 minuta pri brzini od 10 000
rpm.

200 pL supernatanta pomijeSali smo sa 200 pL 8ie@4odene otopine SDS-a, 1,5 mL
20%-tne vodene otopine octene kiseline (pH 3.5),5 L 0.81%-tne vodene otopine
tiobarbiturne kiseline. Smjesu smo zagrijavali 6@uta pri temperaturi od 95 °C.

Ohlaienim uzorcima izmjerili smo apsorbanciju pri 532 nin 600 nm
spektrofotometrom Libro S22 (Biochrom, Ujedinjentalevstvo).

Ukupnu apsorbanciju odtvali smo prema formuli A = Asszz - Asoo KOoncentraciju

smo izr&unali prema jednadzbi:
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C (MDA) = A X Vyzorka(ML) / € X Veakcijske smjeséML) X Cproteinal(MQ ml—_l) [1]

gdje ¢ iznosi 1,56x10 Mcm™, a duljina kivetel iznosi 1 cm. Koncentraciju lipidnih
peroksida izrazili smo kao nmol MDA/mg proteina.

3.4. AKTIVNOST REDUCIRANOG GLUTATIONA (GSH)
3.4.1. Postupak

Aktivnost reduciranog glutationa (GSH) — postupaketivanja koncentracije GSH se
temelji na reakciji GSH i DNTB-a (5,5’-ditiobis-2trobenzojeva kiselina). DNTB je poznat i
kao Ellmanov reagens, a koristi se pri kolorimskgm odrdivanju tiolnih skupina u
bioloSkim uzorcima. Ellmanov reagens uzrokuje o&sigi GSH pricemu dolazi do stvaranja
vece kolicine 2-nitro-5-tiobenzoatne kiseline (NTB) i male likme glutation disulfida
(GSSG). NTB je Zuto obojeni produkt koji se mjed Rlate Reader-u pri 412 nm, a na
temeljucega indirektno dobivamo podatak o koncentraciji G&kfer i sur. 2003).

Koncentraciju smo izgaunali prema formuli:
C =AA X Vyzorka(ML) / € X Vreakcijske smieséML) X Cproteina(Mg ml—_l) [2]

gdje ¢ (DTNB) iznosi 8,22 ciimM™cm™, a duljina kivetel iznosi 0,6 cm. Koncentraciju
proteina u uzorku izmjerili smo metodom Lowryju (Awy i sur., 1951).
Aktivnost enzima reduciranog glutationa (GSH) smazili kao mU/mg proteina

(nmol/min/mg proteina).
3.5.  AKTIVNOST SUPEROKSID DISMUTAZE (SOD)
3.5.1. Priprema otopina

Otopina A: 1,5 mg 1 mM ksantina otopljen je u 9/8& 1 mM NaOH i tome je
dodano 12.96 mg 0,05 mM citokroma C otopljenog ur@550 mM fosfatnog pufera pH=7.8
koji sadrzava 0,1 mM EDTA-e.

Otopina B: 150Qul otopine svjeze pripremljene ksantin oksidaze urB@ fosfatnom
puferu pH=7.8 koji sadrzava 0,1 mM EDTA-e, kone aktivnosti od 0,2 U mt
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Osnovna otopina SOD-a iz galile eritrocita u koncentraciji 1 mg/mL razdjge se
do koncentracije 1000 ng/1Q0; ta se koncentracija namjesti na koncentracijQ 66/50ul
kojom se rade serije razdenja u rasponu od 100 ng/pDdo 500 ng/5Qul.

3.5.2. Postupak

Superoksid dismutaza katalizira dismutaciju supsithih radikala (@) u vodikov
peroksid (HO,), pri ¢emu se jedna molekula@, oksidira u Q, a druga reducira uJ..

Aktivnost SOD-a odrdena je u supernatantima homogenata jetre inhilicijo
redukcije citokroma C u sustavu ksantin/ksantinadsa prema modificiranoj metodi Flohé i
sur. (1971).

U staklenu kivetu s 1,45 mL otopine A doda seuR&zorka (po potrebi razrijgenog
fosfatnim puferom pH=7.8 bez EDTA-e) i reakcijazegp@ne dodatkom 2fl otopine B.

Vrijeme reakcije mjeri se 3 minute na valnoj dulji550 nm. Svaki uzorak
termostatiran je na 25°C. Kako aktivnost ksantisiddéze moze varirati od pokusa do pokusa,
nuzno je uskladiti koncentraciju tog enzima tako laina redukcije citokroma C bude
analogna porastu apsorbancije od 0,025 po minukiontrolnoj reakciji bez superoksid
dismutaze.

Jedinica SOD-a definirana je kao Ralia enzima potrebnog za 50-postotnu inhibiciju
redukcije citokroma C u bazdarnom pravcu s pozn&mmcentracijama SOD-a. Aktivhost

SOD-a izraZzena je kao U/mg proteina.
3.6. ODRBPIVANJE PROTEINA METODOM PO LOWRYJU

Sadrzaj proteina u homogenatima jetre, bubregaesk i testisa odten je metodom
po Lowryju (1951.), a izraZen je u miligramima mioia po mililitru (mg mif).

Kao standard upotrijebljen je albumin gdeg seruma (Bovin serum albumin,

Armour Pharmaceutical Co. Ltd. Eastborne).
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3.7. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

3.7.1. Statisttke metode

Rezultati su prikazani kao srednje vrijedndit) uzoraka u skupini:

R
X—ﬁ;Xi [3]

s pripadajdim standardnim pogreskang :

P
e

N = ukupan broj uzoraka u skupini

X = pojedingne vrijednosti uzoraka

Statisttki znatajnim smatrane su razlike izde skupina za koje je stupanj
vjerojatnosti p<0,05. Statisku analizu podataka smo napravili korétdicrosoft Excel
2011 (Redmond, Sjedinjenje Améke Drzave) i StatSoft Statistica 7.0 (Tulza, Sjgzhye
Americke Drzave). Dobivene podatke smo izrazavali u ebditednja vrijednost + standardna
devijacija srednje vrijednosti. ViSestruku usponediontrolne i tretiranih skupina miSeva
izvrSili smo ANOVA analizom varijance. Interval poidanosti namjestili smo na 9 0.05.
Post-hoc analize smo izvrsili koristeNewman-Keuls test (Newman, 1939.; Keuls, 1952.)
kako bismo ustanovili razlike iznda pokusnih grupa.
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4.0. REZULTATI

4.1. UTJECAJ HEPATOPROTEKTIVNOG PRAHA ARONIJE NA A KTIVNOST
ENZIMA REDUCIRANOG GLUTATIONA (GSH) U JETRI C57BL M ISA

GSH (mU/mg proteina)

90

80

70

60

50 -

40 -

30 -

20 -

10 -

PAM CH + PAM

Slika 4. Utjecaj praha aronijena aktivnost enzima GSH u jetkontrolne i tretiranih
skupina Zivotinjap<0.05 (ANOVA).

Na slici 4. prikazani su rezultati utjecaja prah@ange na aktivnost reduciranog
glutationa u jetri Zivotinja.

Statistéki znatajno smanjenje (ANOVA, p<0.05) aktivnosti GSH uijeabiljeZzeno je
kod grupe Zivotinja koja je uz komercijalno dostughranu tretirana sa kolesterolom (CH -
40,87+0,51 mU m{g proteina) u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinj®(K 54,78+0,42 mU
mg’ proteina).

Takader, doSlo je i do povanja (ANOVA, p<0.05) aktivnosti GSH kod grupe kga
tretirana prahom aronije (PAM - 85,35+0,44 mU “groteina) i grupe koja je uz
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komercijalno dostupnu hranu tretirana sa kolestenoli prahom aronije (CH+PAM -
76,06+0,48 mU m{ proteina) u odnosu na kontrolnu vrijednost.

4.2. UTJECAJ HEPATOPROTEKTIVNOG PRAHA ARONIJE NA A KTIVNOST
ENZIMA SUPEROKSID DISMUTASE (SOD) U JETRI C57BL MIS A

SOD (U/mg proteina)
60

50

30 -

20 -

PAM CH + PAM

Slika5. Utjecaj praha aronijena aktivnost enzima SOD u jetkontrolne i tretiranih
skupina Zivotinjap<0.05 (ANOVA).

Na slici 5. prikazani su rezultati utjecaja prah@nge na aktivnost superoksid
dismutaze (SOD) u jetri Zivotinja.

Statisttki znatajno povéanje (ANOVA, p<0.05) aktivnosti SOD u jetri zabigno je
kod grupa koje su uz komercijalno dostupnu hraretirane sa prahom aronije i sa
kolesterolom i prahom aronije (PAM - 53,05+3,4 U hgroteina; CH+PAM - 47,38+3,2 U
mg* proteina) u odnosu na kontrolnu grupu (KO - 4723+U mg" proteina) tretiranih

Zivotinja.
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Kod grupe koja je tretirana sa kolesterolom do&ldq statistiki znatajnog smanjenja
(ANOVA, p<0.05) aktivnosti SOD (CH - 29,81+3,0 U thgroteina) u odnosu na kontrolnu
grupu Zivotinja (KO - 47,23+3,2 U rifgproteina).

4.3. UTJECAJ HEPATOPROTEKTIVNOG PRAHA ARONIJE NA M ARKERE
OKSIDACIJSKOG STRESA | LIPIDNE PEROKSIDACIJE U JETR | C57BL
MISA

MDA (nmol/mg proteina)

KO PAM CH CH + PAM

Slika 6.  Utjecajpraha aronijena aktivnost lipidne peroksidacije (MDA) u jekontrolne i
tretiranih skupina Zivotinjgp<0.05 (ANOVA).

Na slici 6. prikazani su rezultati hepatoprotektigrncinka praha aronije na aktivnost
MDA u jetri Zivotinja.

Statisttki znatajno smanjenje (ANOVA, p<0.05) aktivhosti MDA zgbk#eno je kod
2 suplementa u jetri: prah aronije (PAM - 4,23+0ririol mg proteind) i kolesterol+prah
aronije  (CH+PAM - 3,96+0,22 nmol mg proteiau odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja
(KO - 5,27+0,22 nmol mg proteiit}
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Kod tretmana sa 2% kolesterolom doSlo je do sighistznaajnog povéanja
(ANOVA, p<0.05) aktivnosti MDA (CH - 7,73+0,24 nmahg proteind) u odnosu na
kontrolnu grupu Zivotinja (KO - 5,27+0,22 nmol mpteina®).

4.4. POSTOTAK PROMJENE OKSIDACIJSKIH ENZIMA (MDA, GSH | SOD) U
JETRI C57BL MISA U ODNOSU NA KONTROLNU GRUPU ZIVOTI NJA

HPAM ECH MCH+PAM

80

60 55,8

-36,88

MDA SOD GSH

Slika 7.  Utjecaj hepatoprotektivhog praha aronije navakist MDA, SOD i GSH glavnih
faktora rizika od kardiovaskularnih bolesti (KVB).

Na slici 7. prikazani su rezultati utjecaja na wahktist malonildialdehida (MDA),

reduciranog glutationa (GSH) i superoksid dismuté&®D) u jetri Zivotinja kao postotak

promjene u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja.
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4.5. UTJECAJ HEPATOPROTEKTIVNOG PRAHA ARONIJE NA O MJER
GSH/GSSG ENZIMA U JETRI C57BL MISA

U tablici 2. prikazan je omjer reduciranog i oksatiog glutationa (GSH/GSSG).
Smanjenje GSH/GSSG omjera ukazuje na prisutnostiatigkog stresa.

Tablica 2.  Utjecaj hepatoprotektivhog praha aronija aktivhost GSH i GSSG u jetri
C57BL miSa kroz 30 dana tretmana.

GSH GSSG GSH/GSSG

(mU/mg (mU/mg
protein) protein)

Normokolesterolemina dijeta

KO 54,78 + 0,42 0,68 + 0,06 80,56 + 11,15

PAM 85,35+0,44 0,62 + 0,07 137,66 + 10,88

Hiperkolesterolemiéna dijeta

CH 40,87 £ 0,51 0,69 + 0,05 59.23 + 12,86

CH + PAM 76,06 + 0,48 0,63 +0,08 120,64 + 11,22

*(SD - standardna devijacija; 7 zivotinja u grupi)

KO — KONTROLA
PAM — prah aronije
CH - kolesterol
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5.0. RASPRAVA

Oksidacijski stres, kao stanje pordmee ravnoteze iznda stvaranja reaktivnih
kisikovih vrsta (ROS) i sposobnosti antioksidansaild neutraliziraju, ima za posljedicu
nastanak oksidacijski ognih proteina, lipida i DNA. Kao posljedica ROSdulazi do
promjena u statnoj strukturi i funkciji, Sto doprinosi razvoju kdiovaskularnih i
degenerativnih bolesti, osteoporoze, dijabetesajri@ma i drugih patoloskih stanja (Scalbert
i sur., 2005).

Prema procjenama Svjetske zdravstvene organizaciigrganizacije za hranu i
poljoprivredu, nezarazne krame bolesti, ukljdujuci KVB, pretilost, dijabetes, hipertenziju i
neke tipove karcinoma, postaju sve &jaiji uzrocnik invaliditeta i preuranjene smrtnosti u
svijetu. Gotovo polovica od ukupne smrtnosti udlijgonicnih bolesti pripisuje se KVB, a
rasti trend dovodi se, izn@ ostalog, u vezu sa neadekvatnom prehranom, niadoro
fizickom aktivnogu i puSenjem.

N&tin prehrane se smatra najZapnijom promjenjivom determinantom kre@nih
bolesti, te se stoga adekvatna dijetatéskao vazan faktor u prevenciji kardiovaskularnih i
drugih kronénih bolesti. Pokazana je uzajamna povezanost daménzumacije véa,
povréa, ribe i ribljeg ulja, hrane bogate kalijem i ragkdo umjerenog unosa alkohola sa
smanjenjem rizika za nastanak KVB (Liu i sur., 2000

Uloga namirnica biljnog porijekla u prevenciji kesdaskularnih bolesti pripisuje se
ne samo njihovim nutritivnim sastojcima,éviebioloski aktivnim sekundarnim metabolitima
biljaka, polifenolima. Polifenoli predstavljaju zajgtajnije dijetetske antioksidanse s obzirom
da su visoko zastupljeni u namirnicama biljnog jeta i da imaju visok antioksidacijski
kapacitet (Scalbert i sur., 2005).

Faktori rizika za nastanak KVBesto su pré&ni poreméajima oksidacijskog statusa.
lako se véa efikasnost dijetetskih antioksidans&kuje kod ljudi sa prisutnim faktorima
rizika ili ve¢ razvijenim bolestima, njihova dugotrajna konzurjsacnoze ispoljiti povoljne
efekte na pojedine markere oksidacijskog stresaluiaju zdravih ispitanika (Zamora-Ros i
sur., 2013).

Zreli plodovi aronije sadrze veliku keélhu bioloski aktivnih spojeva poznatih pod
imenom polifenolni spojevi. U aroniji najzastupljginsu proantocijanini, antocijanini te
flavonoli. Udio polifenolnih spojeva u aroniji jermago véi u usporedbi s ostalim bafaistim

vocem kao Sto su borovnica, kupina i malina (Jakolsk ., 2012).
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Aronija sadrzi 5-10 puta ¥a koncentraciju antocijanina i polifenola nego Imiga.
Ima najvéu koncetraciju fenolinih spojeva u suhoj tvari poiedbi s drugim bobastim
voéem (Chong i sur., 2010). Odlikuje je pozeljan udrehrambenih vlakana (5,62 g/100 g
ploda). Njena prehrambena vlakna sadrze veliku dwoinaciju celuloze, hemiceluloze i
lignina (Kulling i Rawel, 2008). Ukupan udio orgih kiselina je relativno mali (1 - 1,5 %)
u usporedbi s ostalim balaistim v&em. Udio reducirajéih Se&era u plodu aronije kée se
od 16-18 %. Zajednki udio glukoze i fruktoze u svjezem plodu arongeod 13-17,6 g/100 g
ploda.

U usporedbi s ostalim batastim v@&em aronija ima visok udio sorbitola, odnosno
Seternog alkohola. Sorbitol sgesto koristi u prehrambenoj industriji kao zamjeaaséer te
moze imati blago laksativno djelovanje (Kulling aiel, 2008).

Plodovi aronije predstavljaju i odAn izvor vitamina i mineralnih tvari. Me
vitaminima najviSe su zastupljeni vitamini B-skupjmponajviSe niacin i pantotenska kiselina,
a istcu se i vitamini C, A i E. Od mineralnih tvari uoaiiji se mogu né kalij, kalcij, Zeljezo,
mangan, zink i jod. Aronija sadrzava i 9 karotemoatl cega su 3 karotena (likopen, beta-
karoten, gama- karoten) i 6 ksantofila (neoksaritams i cis-violaksantin, 5,6-epoksilutein,
lutein, beta-kriptoksantin) (Wu i sur., 2004). Uposedbi s ostalim boBastim v&éem sadrzi
vecu koncentraciju beta-karotena i beta kriptoksanfiling i Rawel, 2008).

Jedna od najvazniji komponenti prisutnih u arorsji dakako fenolni spojevi.
Procijanidini su najzastupljeniji od polifenolnitpgeva prisutnih u aroniji, nalaze se u
koncentraciji od 664 mg/100 g svjeZzeg ploda. Ualtocijana je 428 g/100 g svjeZzeg ploda
(Kulling i Rawel, 2008). Najvaznija funkcija antgama je osiguravanje boje biljci, no djeluju
i kao antioksidansi (Soriano Sancho i Pastore, 012

Antioksidacijska aktivnost polifenolacibuje se u sposobnosti uklanjanja reaktivnih
kisikovih i duSikovih vrsta, ali i inhibiciji enzi@n koji pove€avaju oksidacijski stres odnosno
indukciju “antioksidacijskih” enzima. Ujedno polifeli imaju sposobnost keliranja metala te
vezanja ugljikohidrata i proteina s poéuchidroksilnih skupina.

U posljednjih nekoliko godina mnogo se govori &nku Aronije na zdravlje ljudi.
Nedavne studije su ukazale na njeno antioksidaxijgintimutageno, hepatoprotektivno,
kardioprotektivno, antidijabetsko, kao i antiupabijelovanje (Jurgaski i sur., 2008; Kulling
i Rawel, 2008; Soriano Sancho i Pastore, 2012).

Uzimaj&i u obzir navedeno, u ovom radu ispitan je hepatmbtivni utjecaj

konzumacije praha aronije na r&ik markere oksidacijskog stresa u jetri C57BL miSa
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Pozitivni efekti aronije i njenih proizvoda na mark oksidacijskog stresa ispitivani su
u malom broju dijetetskih interventnih studija kfddi. Rezultati tih studija potencijalno
antioksidacijsko djelovanje baziraju upravo na sj@n nivoa MDA. Zn&ajno smanjenje
koncentracije MDA u serumu pokazano je nakon 8atpedkonzumacije ekstrakta aronije kod
ispitanika sa metabgkim sindromom (Broncel i sur., 2010), kao i kod le¢a koji su
konzumirali sok od aronije prije izdenja ergonometrijskog testa (Pilaczynska-Szczesniak
sur., 2005).

U ovom provedenom istrazivanju s ekstraktom prabaige na lipidnu peroksidaciju
u jetri C57BL miSa su dobiveni &hi rezultati. Statistki znatajno smanjenje (ANOVA,
p<0.05) aktivhosti MDA zabiljezeno je kod 2 suplertee u jetri: prah aronije (PAM -
4,23+0,16 nmol mg proteiffd i kolesterol+prah aronije (CH+PAM - 3,96+0,22 oinmg
proteina’) u odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja (KO - 5,272 nmol mg proteiny. Kod
tretmana sa 2% kolesterolom doslo je do stakistinatajnog povéanja (ANOVA, p<0.05)
aktivnosti MDA (CH - 7,73+0,24 nmol mg proteifjau odnosu na kontrolnu grupu Zivotinja
(KO - 5,27+0,22 nmol mg proteiith

U cilju eventualnog razjasnjenja potencijalnog @kdidacijskog djelovanja praha
aronije, ispitali smo utjecaj na aktivnost antiaksiijskin enzima. Tri najziajnija
unutarstaniina, enzimatska antioksidacijska obrambena sustavasugeroksid dismutaza
(SOD), katalaza (CAT) i glutation peroksidaza (GP®y¥i enzimi su prisutni u plazmi i
djeluju pretvarajti reaktivne vrste kisika i reaktivne duSikove vrdte stabilne forme.
Superoksid dismutaza sudjeluje u dismutaciji suggda u vodikov peroksid, a do njegova
uniStavanja moze dokatalazom ili glutation peroksidazom (Kumar i Kam2006).

StatistEki znatajno povéanje (ANOVA, p<0.05) aktivnosti SOD u jetri zabiigno je
kod grupa koje su uz komercijalno dostupnu hraretirame sa prahom aronije i sa
kolesterolom i prahom aronije (PAM - 53,05+3,4 U hpyoteina; CH+PAM - 47,38+3,2 U
mg* proteina) u odnosu na kontrolnu grupu (KO - 4723+U mg" proteina) tretiranih
zivotinja.

Dakle, aktivhost SOD je za 12,32% poviSena u jatSeva tretiranih prahom aronije
odnosu na kontrolnu skupinu Zivotinja Sto &@rga prah aronije ima povoljartimak na razinu
SOD zdrave populacije, a time i hepatoprotektivénak.

Kod grupe koja je tretirana sa kolesterolom dogldq statistiki znatajnog smanjenja
(ANOVA, p<0.05) aktivnosti SOD (CH - 29,81+3,0 U thgroteina) u odnosu na kontrolnu
grupu Zivotinja (KO - 47,23+3,2 U riigproteina).
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S obzirom na to da je doSlo do smanjenja razine SO[etri kolesterolom
suplementiranih miSeva za 36,88% u odnosu na Kootgrupu zivotinja, moze se zalkdjti
da je doSlo do pojave oksidacijskog stresa u fetrskupine zivotinja, odnosno do pojave
hiperkolesterolemije.

Ovo istrazivanje je rezultiralo stati®i znatajnim (ANOVA, p<0.05) povéanjem
aktivnosti GSH kod grupe koja je tretirana prahoronge (PAM - 85,35+0,44 mU my
proteina) i grupe koja je uz komercijalno dostupmanu tretirana sa kolesterolom i prahom
aronije (CH+PAM - 76,0620,48 mU rifgproteina) u odnosu na kontrolnu vrijednost.

Takader, doslo je i do statigki znatajnog smanjenja (ANOVA, p<0.05) aktivnosti
GSH u jetri zabiljezeno je kod grupe zivotinja &ge uz komercijalno dostupnu hranu
tretirana sa kolesterolom (CH - 40,87+0,51 mU'npgoteina) u odnosu na kontrolnu grupu
Zivotinja (KO - 54,78+0,42 mU my proteina), $to dovodi stanice jetre u opasnost od
oksidacijskih oStéenja te razvoja bolesti.

Jedan od najboljih biomarkera za oksidacijski sfesomjer reduciranog (GSH) i
oksidiranog glutationa (GSSG). Smanjenje omjer&d&SSG indikator je za stanje bolesti.

Suplementi ovog istrazivanja utjecali su na omj&HBGSSG u tkivu jetre. Prah aronije
je uzrokovao pouwsanje omjera GSH/GSSG u normokolesterotemj dijeti za 70,87%, u
hiperkolesterolentnoj dijeti za 49,75% u odnosu na kontrolnu skupimgeva (P<0,05), dok
je kolesterol u grupi koja je bila na hiperkolestemi¢noj dijeti izazvao smanjenje omjera
GSH/GSSG za 26,48% u odnosu na kontrolnu skupiratigja.

Ovi rezultati bili su u skladu sa literaturnim pedaa. Broncel i suradnici (Broncel i
sur., 2010) pokazali su porast aktivhosti SOD i Ghoslije 2 mjeseca suplementacije
ekstraktom aronije kod ispitanika sa metatloin sindromom. Porast aktivnosti GPx pokazan
je i kod ispitanika sa hiperholesterolemijom kajilsonzumirali ekstrakt izoliranih antocijana
aronije u trajanju od mjesec dana (Kowalczyk i,s2005).

Takader, sok od aronije pokazao je smanjenje oksidamjsktresa induciranog
fizickom aktivnogu vesl&a, kroz stimulaciju antioksidacijskin enzima erdita nakon
jednog mjeseca redovite konzumacije (Pilaczynska=&mniak i sur., 2005).

Lipidi, odnosno masne kiseline sac¢ia brojem dvostrukin veza smatraju se
bioloSkim komponentama koje su najpodlozZnije oksjdkom oStéenju. U sl¢aju narusene
ravnoteze izmdu stvaranja ROS i antioksidacijske zastite dolazi aksidacije PUFA u
stantnoj membrani, Sto mijenja njene fiko-kemijske karakteristike i naruSava ug)enu
funkciju (Ozbay i Dilger, 2002). Ovo se zasnivacimgenici da je stadna membrana prva

linija odbrane stanice od slobodnih radikala kda ima visok sadrzaj lipida, odnosno PUFA.
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Medu brojnim indeksima koji se uz primjenu odgovaédjumetoda koriste za ocjenu
oksidacijskog statusa ri@&’e su koristeni pokazatelji nivoa lipidne peroksigac

Polifenoli se smatraju bioaktivnim sastojcima pledaaronije i njihovih proizvoda,
zasluznim za povoljne efekte nauvanje zdravlja ljudi. Méu prisutnim klasama polifenola,
najvise paznje posvaje se antocijanima, kofine oko 25% ukupnih polifenola u plodovima
aronije. Smatra se da njihov doprinos antioksid&ojj aktivnosti soka od aronije iznosi i do
40% (Zheng i Wang, 2003).

Antocijani su u plodovima aronije prisutni u forroijanidin-3-glikozida, i to kao
arabinozid, glukozid, galaktozid i ksilozid. Da fwlifenoli, kao i druge komponente hrane,
djelovali u organizmu, moraju putem krvidalo tkiva, odnosno stanica ciljnih organa. Zbog
toga je neophodno identificiranje formi i metabmlit kojima su polifenoli prisutni u
organizmu. Za w@nu polifenolnih spojeva pokazano je da se intemzimetaboliziraju, te se
molekularne forme u kojima su prisutni u cirkulacgzlikuju od oblika u kojima su prisutni u
hrani. Kao rezultat metabokih transformacija, polifenoli su u organizmu ¢ege prisutni u
formi metabolita, konjugata, odnosno glukuronidaulifata, koji mogu biti dodatno metilirani
(Kroon i sur., 2004).

lako je zabiljezen zrigajan pomak u identifikaciji formi u kojima su pdaifoli prisutni
in vivo, podaci koji se tiu bioraspolozivosti i metabolizma antocijana nisypatpunosti
uniformirani. U literaturi se antocijantesto navode kao klasa polifenola sa slabom
apsorpcijom i brzom eliminacijom, te veoma niskomraspolozivogu. U skladu sa tim,
kompromitirani su zakljgci o njihovom djelovanjun vivo (Manach i sur., 2005).

Ipak, novije istrazivanje identificiralo je cijanidglikozide u neizmjenjenoj formi i u
formi metabolita u organizmu, nakon konzumacijeasoll aronije koji je sadrzao antocijane
u relevantnim dnevnim dozama. Prisustvo neizmjehjeformi antocijana, njihovih
glukuronida i metiliranih derivata, pokazano jelazmi i urinu u toku 24 h po unoSenju soka
(Wiczkowski i sur., 2010).

Suprotno pojedinim literaturnim navodima da se aijai u cirkulaciji nalaze
iskljucivo u formi nemetaboliziranih glikozida, Kay i s@wu nakon administracije cijanidin-3-
glikozida odraslim musSkarcima, kao najzastupljefgene u serumu detektirali konjugirane
metabolite (Kay i sur., 2005).

Studije provedene na Stakorima pokazale su datseijmi brzo apsorbiraju u zelucu
i tankom crijevu, kao i da imaju Siroku distribucipy organizmu (Felgines i sur., 2009;

Talavéra i sur., 2004). Njihovo prisustvo u raitim organima, ukljgujuci srce i masno tkivo
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svjeda@i o potencijalnim povoljnim efektima koje bi antg@ri mogli ispoljiti na @uvanje

zdravlja ljudi i prevenciju KVB i drugih krognih bolesti.
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6.0. ZAKLJUCCI

U provedenom istrazivanju hepatoprotektivnagnka praha aronije na jetri C57BL miSa

dosli smo do sljedeh rezultata:

1. Statisttki znatajno smanjenje aktivnosti MDA zabiljezeno je kodg zivotinja koja
je tretirana prahom aronije (PAM) za 19,73%, dokqgd grupe koja je tretirana sa 2%
kolesterola (CH) radi izazivanja hiperkolesterolenaoslo je do statistki znatajnog
poveanja aktivnosti MDA za 46,68% u odnosu na kontranupu zivotinja (KO).

2. Statisttki znatajno smanjenje aktivnosti GSH zabiljezeno je kodper tretirane sa
CH za 25,39%, no takier je doSlo i do pov@nja aktivnosti GSH kod grupa koje su
tretirane sa PAM za 55,8% i CH+PAM za 38,85% uasinna kontrolnu vrijednost.

3. Statisttki znatajno povéanje aktivnosti SOD zabiljezeno je kod grupe koga |
tretirana sa PAM za 12,32%, dok je kod grupe kejargtirana sa CH doSlo do
statistéki znatajnog smanjenja aktivnosti SOD za 36,88% u odnaswkantrolnu
grupu Zivotinja.

4. Pove&anje koncentracije GSH i SOD u jetri kod ispitivgndodataka praha aronije
ukazuje na protektivnu antioksidacijsku aktivnoséha aronije. U istom dodatku
doSlo je do zn&jnog smanjenja koncentracije MDA te prema tome enuz
zakljwiti kako navedeni pripravci snizuju rizik od pojaeksidacijskog stresa, kao i

lipidne peroksidacije.
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